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Zur Frage des Dualismus des Blutfarbstoffs 
(Vorliufige Mitteilung) 
Von 
Hans Fischer 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1939) 


Die Frage isomerer Hiimoglobine bzw. isomerer Himine hat 
uns schon des 6fteren beschiftigt. Anhaltspunkte hierfiir waren u. a. 
gegeben bei dem Studium des ,,natiirlichen* Mesoporphyrins aus 
Himin. Der Schmelzpunkt des _ ,,natiirlichen“ Meso-esters war 
yerhiiltnismaBig unscharf und nachdem die Synthese von Meso- 
porphyrin IX, das sich von Atioporphyrin III ableitet, gelungen 
war, wurde erst nach hiufigem Umkrystallisieren des analytischen 
Meso-esters ein vollkommen iibereinstimmendes Priiparat erhalten. 
Teilweise konnten diese Abweichungen erklirt werden dadurch, 
daB der Meso-ester sich sehr leicht verseift und, sowie freie Siure 
enthalten, dann der Schmelzpunkt erheblich in die Hohe geht. 
Die gleiche leichte Verseifung tritt auch nicht selten bei der 
Chromatographie ein. Auch wurden bei der Untersuchung iiber 
das Rhodin bzw. die Rhodine des _,,natiirlichen“ Mesoporphyrins 
Beobachtungen gemacht, die durch die Annahme zweier isomerer 
Mesoporphyrine vielleicht besser erklart werden’), 

Wir synthetisierten dann Mesoporphyrin I %) zur Entscheidung 
dieser Frage, es ergab sich kein Beweis fiir das Auftreten von Meso- 
porphyrin I im ,natiirlichen“ Mesoporphyrin. Von Atioporphyrin I 
leiten sich nun aber zwei Mesoporphyrine ab, und zwar folgende: 


\ | II *) S = Propionsiiurerest. 
Hc H,C _o,H, 
H,C; 'CHg CH, 


Die Synthese von II wurde schon beschrieben*). Wir nahmen 
nun den Mischschmelzpunkt von Mesoporphyrin Il-ester mit 
synthetischem Mesoporphyrin [X-ester, es trat hierbei eine Depres- 
sion auf 187° ein, dagegen mit ,,natiirlichem“ Meso-ester, erhalten 


') H. Fischer u. J. Ebersberger, Liebigs Ann. 509, 19 (1934). 

*) H. Fischer u. C.G. Schroeder, Liebigs Ann. 537, 250 (1939). 

*) H. Fischer u. A. Kirrmann, Liebigs Ann. 475, 267 (1929). 

*) H. Fischer, W. Friedrich, W. Lamatsch u. K. Morgenroth, 
Liebigs Ann. 466, 177 (1928); sowie H. Fischer u. H. Berg, Liebigs Ann. 
482, 211 (1930). 
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Il Hans Fischer, Zur Frage des Dualismus des Blutfarbstoffs 


durch fraktionierte Chromatographie, nur eine Depression yon 
etwa 2°. Beim Umkrystallisieren einer Mischung von 8 Teilen 
Mesoporphyrin IX-ester und einem ‘Teil Mesoporphyrin Il-ester aus 
Chloroform—Methylalkohol ergab sich eine einheitliche Krystalli- 
sation, die bei 207° schmolz, also wie der ,natiirliche* Meso-ester. 
Im Mischschmelzpunkt mit dem_,,natiirlichen“ Meso-ester 
dieses Krystallisat keine Depression. 

Hiernach ist das _ ,,natiirliche* Mesoporphyrin ein Gemiscli 
der Mesoporphyrine [IX und I. Im ,,natiirlichen“ Hiimin ist dani 
das Gemisch der entsprechenden Vinylkomponenten vorhanden, dic 
bereits friiher') angekiindigte Himinsynthese wird die Trennuny 
des ,natiirlichen* Protoporphyrin-esters in seine beiden Kou- 
ponenten erleichtern. 

Natiirlich sind weitere Bestrebungen im Gange, aus Hiino- 
slobin selbst sowie Hiimin die Komponente II abzutrennen. An- 
haltspunkte hierfiir sind auch bereits in friiheren Arbeiten. ent- 
halten*), die auf verschiedenartige Acetat-hiimine und Porphyrin- 
anhydride hinweisen. Auf diese Versuche wird demniichst des 
niheren eingegangen, sowie auf die mit Deuteroporphyrin II. 
wobei sich ebenfalls ganz tihnliche Verhiiltnisse ergeben wie beim 
Meso-ester. Deuteroporphyrin II (a. a. O.) ist bereits synthetisiert, 
der Schmelzpunkt seines Ksters liegt auBerordentlich hoch bei 
286°. Beim Umkrystallisationsversuch wie oben mit synthetischem 
Deuteroporphyrin [X-ester ergab sich ein Schmelzpunkt von 209”. 
Versuche aus ,natiirlichem“’ Deuteroporphyrin bzw. seinem Hster 
Deuteroporphyrin It abzuscheiden, sind im Gange. 

Ob im Gallen- und Blattfarbstoff ein Gemisch von Isomeren 
vorliegt, ist zur Zeit in analytischer und synthetischer Bearbeitung. 
Bei den Derivaten des Bilirubins haben sich ja des 6fteren Schmelz- 
punktsdifferenzen ergeben und insbesondere fehlten bei Isomeren 
die Schmelzpunktsdepressionen. Die Synthesen von Meso-bilirubin | 
und IT sind in Angriff genommen und werden diese Frage bald 
zur Entscheidung bringen. Auch beim Chlorophyll sind bei vielen 
Derivaten, beim Phioporphyrin a,-ester, verschiedenartige 
Schmelzpunkte beobachtet worden, auch bei einfachen Porphyrinen 
wie Pyrro- und Phylloporphyrin bzw. deren Ester. Auch hier ist 
die Neuuntersuchung auf breiter Basis im Gange. 


Fir Unterstiitzung bei den Versuchen danke ich Herrn Diplom 
ingenieur Hans Eckoldt. 


') H. Fiseher u. E. vy. Holt, Diese Z. 227, 180 (1934). 
*) H. Fischer, G. Hummel u. A. Treibs, Liebigs Ann, 471, 237 (1929). 
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Zur biochemischen Bedeutung der ungesattigten Fettsiuren 
Von 


Siegfried Skraup, Fritz Strieck und Josef Schorn 


(Aus dem Chemischen: Institut und der Inneren Klinik der Universitit Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1938) 


Die Frage nach der biochemischen Bedeutung der ungesiittigten 
Fettsiuren wurde experimentell angreifbar anlaBlich der Priifung 
des klinischen Sonderproblems, ob Azidosis und Acetonkérper- 
bildung durch eine Diit zuriickzudringen sind, bei der an 
Stelle der natiirlichen geradzahligen Fettsiuren ungeradzahlige 
gegeben werden. Verkade?) hat inzwischen wissenschaftliche und 
klinische Literatur dariiber zusammenfassend referiert und durch 
eigene Untersuchung der vorgeschlagenen Priparate ,,Intarvin“ 
und ,,Diafett* den von uns nach Kenntnis ihrer Darstellung’) 
sehegten Verdacht bestitigt, daB in ihnen noch erhebliche Mengen 
geradzahliger Saéuren vorhanden sind. Nachdem Skraup und 
Schwam berger’) eine Methode ausgearbeitet hatten, nach welcher 
zuverlassig nur aus ungeradzabhligen Fettsiuren bestehende Praparate 
zu gewinnen sind, konnten wir an die entscheidende Frage heran- 
treten, ob die (kérperfremden) ungeradzahligen Fettsiuren iiber- 
haupt wie die natiirlichen geradzahligen abgebaut werden. 

Die Resorption der Fette aus ungeradzahligen Siuren ent- 
spricht der der natiirlichen vollstindig, wie das Verkade’), 
Reinwein®) und wir®) iibereinstimmend fanden. Kinen normalen 
Abbau dieser Fette sollten nun langdauernde Respirationsversuche 
am Tier nach Grafes Methode beweisen oder widerlegen, je 
nachdem das fiir natiirliche Fette charakteristische Absinken des 
Respirationsquotienten (RQ.) nach der Fiitterung auftrat oder 
unterblieb. 


1) Biochem. Z. 223, 394 (1930); Diese Z. 225, 230 (1934). 

2) DRP. 422687; Am. Pat. 1529946; Am. Pat. 1455254; vgl. Levene 
u. West, J. of Biol. Chem. 16, 275 (1914); Chem. Z. 1914, I, 1070. 

*) Liebigs Ann. 462, 135 (1928); DRP..553 912. 

5) Nichtveréffentlichte Untersuchungen in der Innern Klinik d. Univ, 
Wiirzburg. 

®) Verhandl. Ges. Verdgkrkh. XII. Tagung 1934, S. 135. 
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2 Siegfried Skraup, Fritz Strieck und Josef Schorn, 


Die Protokolle der Versuche 1—7 zeigen keine Verinderung 
des RQ. und weisen damit auf fehlenden oder fiir die Empfindlich- 
keit unserer Versuche unzureichenden, d.h. aber auf alle Fille 
hinter dem Umsatz natiirlicher Fette zuriickbleibenden Abbay 
der ungeradzahligen Fettsiureglyceride hin. Sie waren aus rein 
priparativen Griinden in unserm Falle praktisch gesittigt, ver- 
hielten sich aber, wie die Versuche 8—11 — oder auch die ent- 
sprechenden mit reinem Undecansiureglycerid (Versuch 12ff, — 
zeigen, wesentlich anders, sobald ihnen ungesattigte Fette, 
Triolein oder das Glycerid der Heptadezensiure von Skraup und 
Schwamberger’) zugesetzt wurden: Erst durch die Mitwirkung 
der ungesiittigten Anteile dieser Mischungen steigern sich (e- 
schwindigkeit und Umfang der Fettverbrennung in den Empfindlich- 
keitsbereich unserer Methode. 

Dabei zeigen die Versuche 18—20 (und 21) mit eher zu- 
nehmendem als sinkendem RQ., daB nicht etwa die ,,leicht ver- 
brennlichen“ ungesittigten Anteile allein das Ergebnis der Ver- 
suche (8—17) mit den Mischungen vorgetauscht haben. 

Wir kommen danach zu dem Schlub, daB fiir den Fettstofi- 
wechsel eine der Funktionen der ungesittigten Séiuren darin zu 
sehen ist, daB ihre Art und Menge die Geschwindigkeit des 
Abbaues der gesittigten Fettsiuren entscheidend bestimmt. 

Dazu sei gesagt, daB in unseren Respirationsversuchen zwar 
die gesittigten ungeradzahligen Fette zu langsam verbrennen, 
die gesittigten natiirlichen geradzahligen aber (Versuche 24 
bis 27) ein Absinken des RQ. nicht ganz vermissen lassen; dab 
iibrigens auch deren Verbrennung durch ungesittigte Anteile 
wesentlich beschleunigt wird, erhellt aus den unten beschriebenen 
Fiitterungsversuchen. Die oben aufgeworfene Frage der Abbau- 
fihigkeit beantwortet sich also dahin: In Gegenwart von un- 
gesiittigten Glyceriden werden auch die — an sich schwerer als 
die geradzahligen verbrennlichen — ungeradzahligen Fettsiuren 
im Organismus’) ,wie Fett“ ausgeniitzt; eine diatetische Be- 
einflussung von Azidosis und Acetonkérperbildung durch ent- 
sprechende Praparate erscheint daher nicht aussichtslos ). 

Die aus den Respirationsversuchen iiber die ersten Stunden nach 
der Fettzufuhr gewonnene Erkenntnis von dem beschleunigenden 


‘) Vgl. Degen, Beitrag zur Frage der Verbrennung ungeradzahliger 
Fettsiiuren im menschlichen Organismus, Diss. Wiirzburg 1935. 

*) Vorliufige Mitteilung dariiber vgl. Strieck, Ber. physik.-med. Ges. 
Wiirzbg. NF. Bd. 60, S. 2 (1936). 
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Zur biochemischen Bedeutung der ungesiittigten Fettsiuren 8 


KinfluB der ungesi&ttigten Anteile sollte durch die Bilanz lang- 
jauernder Fiitterung in folgender Weise zu kontrollieren sein: 
Erniihrt man z.B. Ratten mit einer zur Deckung ihres konstanten 
Gewichtes (oder praktisch giinstiger: zu gleichmifiger, geringer 
Gewichtszunahme) gerade ausreichenden Nahrung, in welcher Fett 
einen erheblichen Teil (bei unserer Anordnung rund 60°/, der 
Gesamtcalorien) ausmacht, so muB dieses tiglich ganz verbrennbar, 
ij.h. im Sinne der neuen Auffassung teilweise ungesittigt sein. 
Kine ,calorisch gleichwertigeé Menge ganz gesiittigten — und 
datum nur langsamer verbrennlichen — Fettes dagegen kann 
nicht schnell genug ausgeniitzt werden, einerseits also Gewichts- 
konstanz (oder -zunahme) nicht aufrecht erhalten, muf anderer- 
seits aber zu einem merklichen Teil nun als gespeichertes Depotfett 
auftreten, dessen qualitative Zusammensetzung (hier in der Jodzahl 
besonders eindrucksvoll priifbar) in Analogie zu den klassischen 
Versuchen am ,,Hammeltalg-“ oder ,,Riibél-Hund“ sich der des 
verfiitterten Nahrungsfettes nihern muf. 

Alle drei Voraussagen haben unsere Fiitterungsversuche be- 
stiitigt. Es zeigten die Ratten im Mittel bei 


a) 15 tiig. Fiitterg. m. Undecans.-glycerid allein Gewichts-ab-nahmev. 6g 


” ” ” ” + Triolein ” zs, » OF 

lbtig. ,, 4, Stearinglycerid®)  allein 
” 9 9) + Triolein 9 zu 14 

d) 25tiig. 4, allein «ae 
” ” ” ” + Triolein ” ab, yy 68 
” ” Olivenél zu 7 25 


DaB gerade in den mit gesittigtem Fett gefiitterten Tieren 


‘ueben ihrer Gewichtsabnahme (bzw. geringeren Zunahme) sich 
mehr Depotfett als in den anderen findet, erhellt fiir die Serie a) 


aus dem morphologischen Sektionsbefund?"), fiir die Serien d) 
und e) wurden gleich schwere Tiere einmal im Hungerzustand vor 


der Fiitterungsperiode, dann je eines von den beiden Fiitterungs- 


gruppen am Ende der Reihe im ganzen mit Lauge aufgeschlossen, 


*) D. h. ein Mischglycerid aus Stearin-, Palmitin- und Laurinsiiure 


(vel. S. 16). 


1) Dieses enthielt gerad- und ungeradzahlige Fettsiiuren von C,, bis C,» 
ungefiihr. 

1) Diss. J. Schorn, Wiirzburg 1935, vgl. dort bes. S. 11/12. 
1 * 
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j 4 Siegfried Skraup, Fritz Strieck und Josef Schorn, 


und im wesentlichen nach Kumagawa und Suto?) die (wasser. 
unléslichen) Fettsiuren bestimmt. Sie betrugen 


bei d) fiir das Hungertier 2,7 g Jodzahl 83 '%) 
nach Fiitterung mit gesiittigtem Fett ... 9,1g  Jodzahl 47 
» Mischfett. ...... 80¢ 
bei e) fiir das Hungertier 0,6 g 
nach Fiitterung mit gesdttigtem Fett . . .11,5g Jodzahl 37 
» Mischfett. ...... 56g Jodzahl 66 


Aus der so erwiesenen T'atsache, daf der (nahezu) ,,calorischen 
Gleichwertigkeit* der ungesittigten mit den gesittigten Fetten 
ihre ,,kinetische Gleichwertigkeit* keineswegs entspricht, erwachsen 
der Erniihrungsphysiologie eine Reihe von neuen Fragestellungen 
und praktischen Aufgaben, die der eine von uns an anderm Ort} 
zum ‘Teil schon angedeutet hat, und deren Bearbeitung in 
Fiihlung mit dem Reichsforschungsrat}*) begonnen ist. 


Auch untereinander sind, wie uns zahlreiche Beobachtungen 
gelehrt haben, die einzelnen ungesittigten Sauren keineswegs kine- 
tisch gleichwertig. Die beschleunigende Wirkung der einzelnen 
Vertreter ist vielmehr stark konstitutionsabhingig. Praktisch iiberein- 
stimmend verhalten sich die Heptadecen-8-siiure [von Skraup 
und Schwamberger’)], die Olsiiure = Oktadecen-9-siiure und die 
,Olsiiureform“ der Nonadecen-10-siiure!*) trotz der verschiedenen 
Lage ihrer Doppelbindungen. Die ,,Elaidinsiure“form derselben 
Nonadecensiure, sowie Elaidinsiiure selbst dagegen sind ganz un- 
wirksam, desgleichen die Undecylensiure (Versuche 28/29). Von 
einem Beschleunigungsoptimum etwa bei bestimmter Jodzahl des 
Nahrungsfettes kann also sicher nicht schlechthin — héchstens 
in ganz geringer Variationsbreite natiirlicher Fette — gesprochen 
werden. Dafiir bieten etwa die beiden ganz verschieden verlaufenen 
Versuche 12 (mit Olsiure) und 23 (mit Linolsiure) ein Beispiel, 
in denen die verwendeten Mischungen (desselben Undecansiiure- 
glycerides mit den beiden ungesiittigten Siuren) gleiche Jodzall 


12) Biochem Z. 8, 337 (1908). 

18) Fiir das Kérperfett hungernder Ratten findet Alf Klem, Chem. Z. 
1936, I, 1339, Jodzahlen von 87—93. 

4) Chem. Ztg. 61, 65 ff (1937). 

1‘) Fiir die Zuteilung eines Forschungsstipendiums an J. Schorn und 
anderweitige Férderung dieser Untersuchungen sei ihm auch an dieser 
Stelle gedankt. 

*) Skraup u. Rudolph, a.a. 0. 
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Zur biochemischen Bedeutung der ungesiittigten Fettsiiuren 5 


patten. Kinetisch héher wertige +") Typen als die drei obengenannten 
(jisiiure-Homologen werden gesucht, sind aber noch nicht gefunden. 

Schon fiir die Behandlung praktischer Auswertungen nicht 
uwichtig interessiert nun wissenschaftlich die Aufklirung der 
Wirkungsweise der ungesattigten Siuren. 

Fir die Vorstellung einer Sauerstoffiibertragung in Form von 
Oxydoverbindungen, Peroxyden oder dgl., an welche man nach 
nannigfachen Erscheinungen beim Ranzigwerden der Fette oder 
beim ,,frocknen“ der Ole und ihnlichem denken michte, haben sich 
biindige experimentelle Beweise noch nicht erbringen lassen. Hiner 
solchen Auffassung widerspricht wohl zunichst schon die 'Tatsache, 
dab keineswegs ,,katalytisch“* kleine Mengen der ungesittigten 
Anteile schon ausgesprochene Beschleunigungen des Fettabbaues 
bewirken. In unseren Versuchen verwandten wir 25—33°/, des 
Ungesattigten, 10°/, davon wirken schon (Versuche 10/11) unsicher. 

Gerade diese Notwendigkeit namhafter Mengen von ungesittigten 
Siuren, zusammen mit dem oben betonten auffilligen Befund, dab 
diese fiir sich allein gar nicht ,,als Fett“ verbrennen — d. h. den 
RQ). nicht driicken — und der auch neuerdings'*) wieder bestitigten 
Tatsache, daB physiologisch keine Spaltstiicke der ungesittigten 
Siuren bisher gefunden sind, die durch Angriff einer Oxydation 
an der Doppelbindung entstanden wiren, dies vereint weist auf 
die besondere biologische Funktion der ungesittigten Siuren hin, 
als Wasserstoff-Acceptoren auftreten und so indirekt die Oxydation 
der gesiittigten Siuren beschleunigen zu kénnen. 

Wesentliche Stiitzen fiir diese Auffassung liefert das Ver- 
halten der Linolsiure: Fiir sich allein (Versuch 21) bewirkt sie 
im glykogenarmen Tier keine merkliche Anderung des RQ. Zu- 
sammen mit gesiittigtem Fett verfiittert aber (Versuch 22/23), labt 
sie die Zahlenwerte fiir RQ. nicht — wie nach den bisherigen 
entsprechenden Versuchen zu erwarten gewesen wiire -— sinken, 
sondern stark, z. T. bis zu denen scheinbarer Kohlenhydrat-Ver- 


brennung, steigen. 


™) Ob mit Fragestellungen dieser Art die Vergleiche des ,,relativen 
Nihrwertes“ verschiedenster, namentlich gesiittigter Glyceride von Ozaki, 
‘Biochem. Z. 177, 156 (1926); 189, 233 (1927)] in Beziehung zu bringen sind, 


steht dahin. 


*) Verkade, Diese Z. 230, 207 (1934); Chem. Z. 1935, I, 2040. Das ab- 


_ Weichende Verhalten der Undecylensiure, mit der ,,unphysiologischen“ Lage 
ihrer Doppelbindung, unterstreicht eher die Bedeutung der Erscheinung bei 


den natiirlichen ungesiittigten Siiuren. 
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Dieser Effekt mu8 sich rein mathematisch bei der Berechnung 
des RQ. aus entwickelte Kohlensiure 
verbrauchter gasfirmiger Sauerstoff 
Linolsiiure als Wasserstoff-Acceptor irgendwoher!’) Wasserstoff 
aufnehmend Sauerstoff (oder ein ihm entsprechendes Oxydations. 
mittel von hohem Potential) zur Verfiigung stellt, der nicht als 
solcher gasformig der Atemapparatur entnommen ist und dabhej 
den Nenner des Bruches zu klein ansetzen liBt. 


ergeben, wenn 


Die wichtigen Befunde Hinsbergs?), daB Linolsiiure — 
sowie Linolensiiure, ungesiittigte Lecithine und iihnliche — den 
Blutzucker von Diabetiker und pankreaslosem Hund um bis zu 


100°/, zu senken vermag, weisen nun fast bestechend auf Zwischen. | 


produkte des Kohlenhydratabbaus hin, die durch Linolsiiure de- 
hydriert, in ihrer weiteren Verbrennlichkeit gesteigert werden. 


Zum eingewurzelten Bild, nach dem ,,die Fette im Feuer der 
Kohlenhydrate verbrennen“, kommen nun ergiinzend die ungesiittigten 
Fettsiiuren als die Ziindmaterialien — ,,Aktivatoren“ oder ,,Ini- 
tiatoren“, wie wir es schon friiher?!) bezeichneten — hinzu, die 
das Feuer (eine Dehydrierung) der Kohlenhydrate entfachen bzv. 
beschleunigen. Dabei aber gehen die ungesittigten Siuren selbst 
in gesiittigte iiber??), die ihrerseits erst als eigentliches Brenn- 
material erniihrungsphysiologisch ausgeniitzt, d. h. chemisch nach 
den seit Knoops klassischen Untersuchungen bestbekannten Wegen 
abgebaut werden (ohne Komplikation durch die urspriingliche Lage 
der Doppelbindungen!). 


Diese Folgerung aus den Linolsiure-Versuchen fordert nui 
chemische Untersuchungen heraus, ob natiirliche ungesiittigte Fett- 
siuren, womdéglich unter physiologisch sinnvollen Bedingungen, in 
gesiittigte iiberfiihrbar sind, was bisher nur mit den iiblichen kata- 
lytischen Hydrierungsmethoden zu bewirken war. Skraup und 
Heller’) haben daher in Modellyersuchen eine Anzahl biochemischer 
Redoxsysteme auf Linolsiiure einwirken lassen; einen greifbaren 


‘*) Im Hinblick auf das Folgende sei besser gleich an Zwischenprodukte 
des Kohlenhydratabbaus gedacht. 

°°) Klin. Wschr. 12, 1601 (1933) — Z. exper. Med. 93, 62 (1934). 

*1) Verhandlungen der schweizerischen Naturforschenden Gesellschaft, 
Ziirich 1934, 423/424; vgl. auch FuBnote 6 u. 8. 

**) Die Undecylensiiure, die das nach Verkade'’) nicht tut, ist — 
wie oben bemerkt — im Respirationsversuch (28/29) auch als nicht be- 
schleunigend gefunden. 

*8) W. Heller, Diss. Wiirzburg 1938. 
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Zur biochemischen Bedeutung der ungesittigten Fettsiiuren 7 


Erfolg erzielten sie insofern, als es gelang, Linolsiure (als Alkali- 
salz in waBriger Lésung) mittels des — allerdings noch reichlich 
unphysiologischen — p-Thiokresols quantitativ und véllig einheit- 
lich zu Olséure zu hydrieren, die unter diesen Bedingungen auch 
spurenweise noch nicht zur Stearinsiiure weiter reduziert wird. 
Biochemisch wichtigere Mercaptan-Disulfid-Systeme (Ergothionein, 
Glutathion und Enzyme) werden in dieser Richtung zur Zeit 
untersucht. 


Zu den mannigfachen Beobachtungen iiber biologische Be- 
deutung ungesiattigter Fettsiiuren, die weitgehend in der erstgenannten 
Mitteilung von Hinsberg”®) angefiihrt sind, sei noch der in Fiihlung 
mit einem von uns (Skraup) durchgefiihrte Teil der Arbeiten von 
Haag?) erwihnt, durch welchen ungesiittigtes Material als Not- 
wendigkeit fiir Entwicklung und Stoffwechsel von Bakterien, bzw. 
fiir die bakterielle Ausniitzung von Fetten und Paraffinen erwiesen 
ist. Durch unsere Untersuchungen glauben wir die Erkenntnis 
von der vielwertigen Wirkungsweise der ungesiittigten Fettsiiuren 
herausgearbeitet zu haben, die sich darin iubert, daB ungesittigte 
Siiuren zwar sowohl?) Kohlenhydrat-(Hinsberg), wie Fett-(Skraup) 
abbau beschleunigen, dabei aber nicht als Katalysatoren im physi- 
kalisch-chemischen Sinne behandelt werden kénnen, weil sie eben 
durch den Eingriff in die Abbaureaktionen chemisch irreversibel 
verindert werden, und zwar in erster Linie mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit durch Hydrierung zu den gesiittigten Fettsiuren, 
wobei die —-.in ihrem Umfang dabei bisher noch nicht exakt 
nachgewiesenen — Umsetzungen durch Sauerstoffaufnahme als 
weitere Méglichkeit stets zu beriicksichtigen sind. 


Zum SchluB sei wohl noch der Hinweis darauf gestattet, dab 
die bisher am tierischen (und menschlichen) Organismus festgestellte 
Beschleunigung des Fettabbaues durch ungesittigte Anteile als 
Ausdruck einer allgemeinen Lebenserscheinung anzusehen ist, da 
sie sich auch pflanzenphysiologisch belegen liBt. Skraup und 
Weber haben bei der Keimung fetthaltiger Samen diesbeziigliche 
Beobachtungen angestellt, iiber die vorliiufige Mitteilung**) gemacht 
und ausfiihrliche Publikation in Arbeit ist. 


24) Arch. Hyg. (D.) 97, 28 (1926); 100, 271 (1928). 

*5) Tangl, Biochem. Z. 241, 87 (1931), nennt die ungesiittigten Siuren 
geradezu Zwischenprodukte zwischen Fetten und Zucker. 

26) Ber. Dtsch. Botan. Ges.54, Generalvers.-Heft S. 70 (1936); Ber. physik.- 


med. Ges., Wiirzbg. NF. Bd. 60, 4 (1936). 
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Versuehsteil 


Die Respirationsversuche wurden an Hunden im Gewicht yon 
8—12 kg durchgefiihrt, bei denen (in oft wochenlangem Training) absolute 
Ruhe im Respirationsapparat fiir etwa 8 Stunden erzielt wurde. Uber Aus- 
fiihrung, Berechnung und Fehlergrenzen der Methode orientiert das Hand- 
buch der Stoffwechselmethodik von E. Krauss*’), Bd. I, 8. 240—248, iiber 
Einzelheiten auch die vorliufigen Mitteilungen von Strieck®®). 


Ver- Calorien 
such Zeit in +% | RQ. Tier erhielt 
Nr. 24 Std. 
1 | Grundumsatz| 746 0,75 ‘Hund 
1 Std. 837 +12 | 0,78 | 50g ungeradzahliges Fett 
2 ,, 654 | —12 | 0,66 
167 +8 0,74 
648 | — 8 | 0,75 
2 |Grundumsatz}| 746 0,75 | wie oben 
1 Std. 889 | +16 | 0,78 
724 | — 3 | 0,82 
“ 683 | — 8 | 0,79 
ca 746 + 0 1 0,77 
5 | +20 | 0,78 
» 758 + 2 | 0,82 | 
3 |Grundumsatz| 814 0,77 | wie oben 
1 Std. 840 + 3 | 0,78 
2 ,, 732 | — 4 | 0,76 
876 +3 1 O78 
hs 174 | — 5 | 0,72 
756 — 7 | 0,78 
ee - {| Hund A (vorher tiglich mit 
0,95 | 250 ¢ Kohlenhydrat gefiitt. 
1 Std. 844 + 1 | 0,98 | 50g Fett wie oben 
“a 785 — 6 | 0,96 
754 —10 | 0,98 
4 ,, 7157 9 | 0,97 
“oe 777 | — 7 | 0,92 
5 | Grundumsatz|] 600 0,82 | Hund L 
1, Std. 617 + 3 | 0,76 | 30g Fett wie oben 
3 748 +25 0,76 
4), 816 4.36 0.74 Tier unruhig 
cae 666 | +11 | 0,73 
6 |Grundumsatz| 736 0,77 ‘Hund L 
‘/, Std. 735 + 0 | 0,78 | 50g Undecansiureglycerid 
= 670 —10 | 0,76 
6 4 702 | — 5 | 0,74 


Hirzel, Leipzig 1928. 
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Ver- Calorien 
such Zeit in + % | RQ. Tier erhielt 
Nr. 24 Std. 
7 |Grundumsatz] 719 0,78 | ebenso 
11/, Std. 655 | — 9 | 0,80 
« 597 | —17 | 0,76 
8 | Grundumsatz| 647 0,79 | Hund L 
1'/, Std. 646 + 0 | 0,76 | 35 g ungeradzahliges Fett 
3 - 788 +22 | 0,66 + 15g Heptadecensiiure- 
4, 613 — 5 | 0,66 glycerid 
9 |Grundumsatz| 574 0,77 | Hund L 
11/, Std. 657 +14 | 0,73 | 35 ¢ ungeradzahliges Fett 
3 - 679 +18 | 0,73 + 15g Triolein 
. « 602 | +5 | 0,68 
8 ” 648 +13 0,77 
10 | Grundumsatz| 574 — 0,89 | Hund L 
11/, Std. 642 +12 | 0,89 | 45 g ungeradzahliges Fett 
3 699 +22 0,75 + 5g Triolein 
590 | +3 | 0,84 
11 | Grundumsatz| 600 “= 0,82 | Hund L 
1'/, Std. 711 +19 | 0,75 | 30g Fett wie zuletzt 
3 * 693 +16 | 0,75 + 3g Triolein 
4, 578 | — 4 | 0,74 
i2 | Grundumsatz|] 742 — 0,75 | Hund L 
1, Std. 638 —14 | 0,80 | 30g Undecansiureglycerid 
3 i 723 — 3 | 0,66 + 10g Triolein 
rE . 625 | —16 | 0,78 
| 6 654 —12 0,80 
ola L (am Vortag Kohlen- 
13 | Grundumsatz]| 674 0,80 hydrate erhalten) 
1 Std. 639 — 5 | 0,80 | 30 g Undecansiureglycerid 
Sy 558 —17 | 0,82 + 15g Triolein 
= = 665 | — 1 | 0,74 
14 | Grundumsatz| 571 — 0,76 | Hund L 
1 Std. 551 — 4 | 0,82 | wie oben 
. 546 | — 4 | 0,80 
Ps 589 | + 3 | 0,81 
"> 536 | — 6 | 0,79 
5, 622 | +9 | 0,76 
752 | +14 | 0,76 
15 | Grundumsatz| 576 — 0,75 | Hund L 
2 Std. 603 + 5 | 0,75 | 15 g Undecansiureglycerid 
648 | +13 | 0,69 | + Triolein 
 . 668 | +16 | 0,74 


¥ 
nit 
2 
‘Sam 
| 
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Ver- -|Calorien wie 
such Zeit in +, RQ. Tier erhielt 
Nr. 24 Std. 
16 | Grundumsatz}] 694 —_ 0,77 | Hund L 
1'/, Std. 723 + 4 | 0,76 | 30g Undecansiiureglycerid 
3 - 684 — 1 | 0,78 + 15g Triolein 
6 4, 640 | + 8 | 0,85 
17 | Grundumsatz}| 591 a 0,78 | Hund L 
1'/, Std. 632 + 7 | 0,81 | 30 g¢ Undecansiureglycerid 
3 + 557 — 6 | 0,83 + 15g Triolein 
628 + 6 | 0,73 
18 | Grundumsatz}] 684 — 0,75 | Hund L 
11/, Std. 621 — 9 | 0,74 | 15 g Triolein 
569 —20 | 0,78 
6 ,, 617 1 017 
19 | Grundumsatz} 563 -_ 0,77 | Hund H 
1'/, Std. 609 + 8 | 0,87 | 15g Triolein 
556 —1 | 0,82 
569 + 1 | 0,75 
20 | Grundumsatz] 648 — 0,75 | Hund L 
1'/, Std. 621 -— 9 0,74 25 g Triolein 
669 4+ 2 | 0,76 
6, 617 —10 | 0,77 
21 | Grundumsatz}] 650 — 0,78 | Hund R 
1'/, Std. 638 — 2 | 0,79 | 6g Linolsiureglycerid*) 
3 - 675 + 4 | 0,80 + 25 cem physiol. Koch- 
6 i 676 + 4 | 0,80 salzlésung 
22 | Grundumsatz} 659 — 0,75 | Hund R 
1'/, Std. 654 — 11 0,74 | 20g Laurinsiure—Myristin- 
3 i 616 — 7 | 0,86 siiureglycerid 
6 687 + 4 0,82 + 5g Linolsiureglycerid’*) 
23 | Grundumsatz] 1006 — 0,79 | Hund R 
1'/, Std. 1094 + 9 | 0,87 | 25 g Undecansiureglycerid 
3 —22 | 0,97 + 4g Linolsiureglycerid’) 
6 -™ 803 —19 0,90 
24 | Grundumsatz} 560 -—- 0,77 | Hund L 
1", Std. 560 + 0,72 | 35 g Laurinsiure-Myristin- 
3 7 617 +10 | 0,73 siiureglycerid 
Bw 622 +11 | 0,79 


*) Es war dies ein nach Griin und Schénrfeld [Z. angew. Chem. 29, 
127 (1916)] dargestelltes Diglycerid. 
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Ver- Calorien 
such Zeit in + % RQ. Tier erhielt 
Nr. 24 Std. 
25 | Grundumsatz] 591 0,82 | Hund L 
erid 1'/, Std. 623 + 5 | 0,74 | 45 g desselben Fettes 
657 | +11 | 0,71 
670 | +13 | 0,79 
26 | Grundumsatz] 598 — | 0,75 | Hund L 
Us 1'/, Std. 661 +11 | 0,79 | 15 g Palmitinsiiure-Stearin- 
arid 3 555 8 | 0,77 siureglycerid*) 
41. 639 | +7 0,71 
6 9 681 +14 0,70 
27 | Grundumsatz] 595 — 0,80 | Hund L 
2 Std. 516 —13 | 0,82 | 25 g Palmitinsiiure-Stearin- 
4 5, 517 — 3 | 0,79 siureglycerid*) 
“= 691 +16 | 0,82 
28 | Grundumsatz}| 588 — 0,73 | Hund L 
11/, Std. 562 — 4 | 0,74 | 30g Undecansiureglycerid 
3 " . 542 — 8 | 0,76 + 15 g Undecylensiure- 
6 ss 569 — 3 | 0,74 glycerid 
29 | Grundumsatz} 580 0,74 | Hund L 
11/, Std. 557 — 4 | 0,76 | 30 g Undecansiureglycerid 
3 524 —10 | 0,85 + 10g Undecylensiiure- 
« 585 + 1] 0,78 glycerid 
30 | Grundumsatz}| 799 0,76 | Hund L 
1'/, Std. 780 — 2 | 0,81 | 40 g Undecansiureglycerid 
h- 3 % 884 +11 0,77 + 12g Nonadecensiure- 
765 — 4 0,77 glycerid 
Cl. 858 + 7 0,77 
31 | Grundumsatz} 951 — 0,76 | Hund P 
: 1'/, Std. 852 —10 | 0,78 | wie beim vorigen Versuch 
814 —14 | 0,76 
44), ,, 844 —11 | 0,78 
eo, ,, s20 | —14 | 0,80 
32 |Grundumsatz| 753 — | 0,74 | Hund P 
1"/, Std. 629 —16 | 0,80 | 30 g Undecansiureglycerid 
- 3 ‘ 779 + 3 | 0,70 + 10g Glycerid aus aus- 
762 + 1 0,77 gefrorener (vgl. S. 17) 
670 —11 | 0,76 Nonadecensiure 


*) Darstellung vgl. unten. 


Die Fiitterungsversuche, iiber deren Methodik und erste Serien 
sich viele Einzelheiten in der Dissertation von Schorn!!) finden, wurden 
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mit weiBen Ratten durchgefiihrt. Ihr Calorienbedarf wurde nach den 
Tabellen im obengenannten Handbuch der Stoffwechselmethodik yon 
Krauss’) fir jedes Tier einzeln ermittelt, und dann der Mittelwert fiir 
alle Tiere einer Serie zugrunde gelegt. In allen Fallen erfolgte zur Ver- 
meidung von Avitaminosen eine Zugabe von Salatblattern, Apfeln usw. Die 
Tiere wurden tiglich zur bestimmten Stunde vor Verabreichung der Nahrung 
gewogen. Dem eigentlichen Fettfiitterungsversuch ging stets eine mindestens 
5tiigige Periode mit unzureichender und fettfreier Ernadhrung voraus, damit 
die Depotfette des Tieres aufgebraucht werden sollten. Das Gewicht yor 
Fiitterung des ersten Tages der Fettdiiit wurde als Ausgangspunkt (den 
Berechnungen der Zu- und Abnahme bzw. den Fettbestimmungen) zu- 
grunde gelegt. 

Serie a: Als ,,Hungerdiit erhielt jedes Tier (im Alter von 4 bis 
6 Wochen) pro Tag 5g Magermilch, 2 g WeiBbrot, 2g Apfel, die zusammen 
einen Wert von rund 7,5 Calorien hatten. In ,,Fettdidt“ wurden dazu noch 2 g 
Fett (vom Brennwert 15,8 Calorien) gegeben, so da8 dann die Gesamtzahl der 
Nahrungscalorien rund 24 betrug. Dieses Fett war bei den Kontrolltieren 
Butter, bei der Reihe ,,Gesittigt“ reines Undecansiureglycerid, bei der 
Reihe ,,Ungesittigt’ ein Gemisch von */, des Undecansiiureglycerids und 
1/, Triolein. 

Das Gewicht der Tiere war nun Tag um Tag in g 


Serie a Kontrolle Gesiittigt Ungesittigt 
Fettfrei 57 75 67 64 60 70 73 
55 72 65 62 56 69 73 
55 70 64 62 56 67 70 
53 69 62 59 56 63 67 
5370 62 58 56 63 «67 
Fett zugelegt 52 70 62 57 56 62 67 
55 72 62 57 5d 65 68 
57 77 62 D7 56 67 69 
57 (7 63 58 56 66 70 
59 £0 65 58 56 67 72 
Fettfrei 60 80 64 56 55 67 72 
(2. Periode) 59 80 62 56 52 65 70 
57 78 62 5d 52 65 69 
56 76 63 56 52 65 68 
Fett zugelegt 54 74 62 55 52 65 67 
2. Periode) 55 75 64 56 53 67 67 
26 76 64 54 52 68 68 
57 77 64 54 49 67 69 
58 79 65 53 48 67 68 
59 82 65 52 45 69 69 
59 82 64 51 43 69 69 

Gewichtsiinderun 
Zen +12 +2 =6 +18 +7 +2 
Im Mittel +10 —6 


G 


: 
‘4 
gese 
gese 
ao! 
[phe 
3 
— 
au 
4 
ung 
£1e 
Fe: 
wil 
ste 
9 
30, 
Tr 
4 
: 
4 


den 


von 
fiir 
Ver- 
Die 
ung 
tens 
Amit 
vor 
den 
zu- 


Zur biochemischen Bedeutung der ungesittigten Fettsiuren 138 


Die Sektion je eines Tieres der beiden Gruppen (Gesiittigt und Un- 
gesiittigt) ergab deutlich ein Uberwiegen des Depotfettes bei dem mit ganz 
gesiittigtem Fett gefiitterten Tier; im Unterhautzellgewebe, in der Nieren- 
gegend und besonders am oberen Diinndarm fanden sich reichliche Fettpakete 
‘photographische Aufnahmen in der Diss. Schorn"’)]. 


In Serie b erhielten halb erwachsene Ratten als fettfreie Diit 10 g 
Magermilch, 83 g WeiBbrot und 2g Apfel, in der Fettdiit dazu noch 8g 
Fett, so daB mit diesem rund 36 Calorien pro Tag erreicht wurden, in denen 
66°/, davon das Fett bestritt. Die tiiglichen Gewichte waren 


Serie b 
Fettfrei 140 112 128 
135 110 127 
133 108 119 
132 105 117 
131 103 116 
Fett zugelegt 127 120 99 99 113 116 
123 118 95 98 112 «117 
"123 118 97 99 113 117 
121 118 96 99 114 118 
121 118 97 99 114 118 
120 97 115 
Gewichtsinderung +0 +5 
Im Mittel —5 +5 


Instruktiv ist die Tatsache, daB die Endgewichte des (urspriinglich 
schwereren) Tieres von Fiitterung mit gesiittigtem Fett und der Tiere mit 
ungesittigtem gleichgeworden; auch die Fettextraktion aus den beiden Ver- 
gleichstieren ergab denselben Wert (von je 3,65 ¢ Fett). 


Die Serie c bringt nun die Entscheidung dafiir, daB die bisherigen 
Feststellungen nicht etwa auf die (unphysiologischen) un geradzahligen 
Fettsiiuren beschriinkt sind. Als ganz gesittigtes Fett von hinlinglich 
niedrigem Schmelzpunkt, der schon der Resorptionsverhiltnisse wegen er- 
wiinscht war, benutzten wir ein Stearinsiiure-Mischglycerid, dessen Dar- 
stellung unten auf 8.16 beschrieben ist. Hungerdiiit: 10 g Magermilch, 
4g WeiBbrot, 2¢ Apfel; bei Fettdiit dazu 2 g Fett (zusammen dann tiglich 
30,6 Calorien, wovon 52°/, im Fett), das in der ungesittigten Reihe aus 
2 Teilen des Gesiittigten + 1 Teil Triolein bestand. 


Das gesiittigte Fett der Serie d war Glycerid eines Fettsiiuregemisches 
(mit Siuren von 11—20 C-Atomen). Fettfreie Diait: 10 g Magermilch, 3 g 
WeiBbrot, 2 g Apfel; bei Fettdidt dazu 8 g Fett (zusammen dann tiglich 
35,8 Calorien, davon 66°/, Fett); Mischungsverhiiltnis gesiittigtes Glycerid: 
Triolein wie bisher 2:1. 
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Serie Gesittigt | | Ungesittigt | villig 
Fettfrei 89 79 82 94 der \ 
127 97 90 105 105 93 76 80 93 fm das 7 
124 94 89 108 111 89 78. 80 93 
117 90 88 103 110 8 14 89 
1145 88 83 97 106 19 70 8 8% 

115 85 84 95 104 17 68 72 ~~ g9 


Fett zugelegt 112 82 80 92 100 1 65 1 ~~ 89 regan 
113 82 80 95 99 68 2 8% 

114 87 84 94 99 83 73 75 90 : 

113 84 79 92 99 78 #69 #7 91 } 

110 84 80 92 96 81 70 914 

110 83 78 90 95 80 1 78 9 die F 

108 85 7 90 98 17 72 18 91 von 

112 82 79 90 93 82 73 80 93 tiglic 

112 80 7 87 91 82 74 82 94 

117 82 78 89 94 88 175 80 95 

115 79 88 95 81 74 81 94 

115 81 7 987% 92 8 74 82 

114 83 177 88 93 86 7 81 95 

111 81 81 86 90 88 78 81. 91 

111 79 76 85 90 88 7 82 9% 


(wie 


Gewichtsiinderung —1 ~—7 —10 | +18 +10 +12 +15 
Im Mittel —5 +14 ne 
Fett 
Serie d Gesittigt Ungesiittigt 
trolle 8 g 
Fettfrei 75 119 116 129 89 90 85 
74 116 113 124 86 88 85 
73 115 113 123 84 87 85 
72 112 111 121 82 85 83 ee 
71 110 109 118 81 84 81 Fett 
72 108 106 115 80 83 80) 
71 107 — 114 79 82 78 
Fett zugelegt 71*) | 105 95 104 105 113 111 78 #8679 80 76 77 
102 94 — 104 111 110 80 17 — 73 7 
102 94 103 103 — 109 80 — 81 — 
101 92 101 102 108 — 80 75 — - 
101 91 102 — 109 108 — 80 68 1 
100 92 — 100 — — 79 80 71 8 
99 90 101 102 110 110 81 72 80 72 79 
99 91 — — 109 — 79 8675 — 69 
97 — 100 107 — 80 81 70 
99 85 102 — 109105 | 79 75*) 78 71 UM g,.. 
96 86 — — 108 107 81 — 80 69 DE 
97 83*) 103 102 110 105 19 — é¢ —- 
94 104 109 80 17 18 
Gewichtsinderung —22 —2 —38 —3 —11 
Im Mittel | graph 
Raun 


*) Zur Fettbestimmung verwendet. 
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Die Fettbestimmung der mit *) bezeichneten ganzen Tiere ergab nach 
yélligem Zerstéren mit 20°/,iger Kalilauge auf dem Wasserbad und Isolierung 
der wasser-unldslichen Fettsiiuren nach Kumagawa und Suto’) fiir 
das Tier: 

Fettfrei gefiittert. . . .. . . 2,74g Fettsiiuren Jodzahl 83 

Gesittigtes Fett zugelegt. . . 9,09 ¢ 

Ungesiittigtes Fett zugelegt. . 2,98 g 

Das gesiittigte Fett der letzten Serle e war ihnlich dem der vorauf- 
gegangenen, enthielt aber mehr von den Glyceriden der niedrigeren Fett- 
siuren (ab C,,); als ungesittigte Beimischung wurde hier reines Olivendél 
wie immer */; des Gemisches) verwendet. Die fettfreie Diit bestand aus 
10 ¢ Magermilch, 3 g WeiBbrot und 2g Apfeln = zusammen 12,1 Calorien, 
die Fettdiait dazu fiir 8 Tage (,,Fettdiit a“) 3g Fett, also zusammen im Wert 
von 36 Calorien, weiterhin (,,Fettdiit b“) nur 2g Fett, zusammen dann 
tiglich 28 Calorien. 


Serie e Kontrolle Gesiittigt Ungesiittigt 
Fettfrei 79 110 =120 94 84 93 88 
79 105-118 87 84 92 86 
78 101 92 82 89 84 
75 99 8114 92 82 87 82 
72 97 114 88 81 87 82 
Fett ,,a“ zugelegt 67*) 92 112 86 80 86 = 80 
94 116 92 85 91 82 
98 114 90 86 96 88 
98 115 90 88 93 89 
98 114 90 91 95 90 
98 115 94 93 96 90 
101 116 96 91 99 99 
103-1118 97 95 101 93 
Fett ,,b“ zugelegt 102 115 97 94 101 93 
103 «115 97 95 103 96 
106 =115 99 97 106 97 
106 116 102 97 106 97 
106 119 102 698 107 97 
107 119 103 100 108 99 
109 119 106 101 111 101 
110 119 107 103 112 103 
113 «107 105 113 106 
112 115 106 103 108 104 
114 115 = 107 102 112 104 
115*) 115 108 105*) 112 104 
Gewichtsiinderung +13 +3 +22 +25 +26 +24 
Im Mittel +16 +25 


*) Zur Fettbestimmung verwendet. 
(NB. Mancherlei Vergleiche und Riickschliisse erlaubt besonders die 


Raumersparnis verzichtet wurde.) 
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Die mit *) bezeichneten Tiere wie oben analysiert, gaben fiir das 
fettfrei ernihrte Tier nur 0,55 g Fettsiiure (auf deren Jodzahl von etwa 109 
daher kein Gewicht gelegt werden soll); es wurden weiter gefunden jn 
Tier, das gefiittert worden war mit 


gesittigtem Fett. ..... 11,5g Fettsiuren Jodzahl 37 
ungesittigtem Fett. .... » 


Das Laurinsdéure-Myristinsaure-Glycerid fiir die Versuche 24/95 
wurde so gewonnen, daB die Methylester der Fettsiuren aus kiéuflichem 
Palmin entsprechend fraktioniert wurden, die Fraktion vom Siedep. 140 bis 
173°/15 mm wurde in Methanollésung mit kolloidalem Palladium in Gegen. 
wart von Gummi arabicum hydriert, bis keine Bromaufnahme®’) mehr 
stattfand, und die so ganz gesiittigten Siiuren daraus nach Bellucej*' 
oder auch nach Griffiths und Hilditch*) in Glycerid verwandelt, das 
mit weniger als 0,5°/, freier Siure verwendet wurde. 


Aus einer technischen 
Stearinsiiure vom Aquivalentgewicht 272 wurde nach Griin®) ein Diglycerid 
hergestellt, von diesem 5 Teile mit 3 Teilen Essigsiiureanhydrid 4 Stunden 
auf 140° erhitzt, im Vakuum die Hauptmenge iiberschiissigen Anhydrids 
abdestilliert, und der Riickstand nach etwas Pyridinzusatz mit verdiinnter 
Schwefelsiiure und Wasser behandelt. Schmelzpunkt etwa 26°. Fiir die 
Fiitterungsversuche der Serie c wurden 2 Teile dieses Gemisches vereinigt 
mit 3 Teilen eines Glycerides, welches durch gemeinsames Verestern von 
100 g Laurinsiiure und 265 g der technischen Stearinsiure (mit 45 g abso- 
lutem Glycerin in Gegenwart von 2 g Benzolsulfosiiure*') erhalten wurde. 
Schmelzpunkt des Mischfettes 26—30°. 


Nonadecensaure CH, -(CH,), -CH = CH -(CH,), -COOH 
(Experimentell bearbeitet von Dr. Ernst Rudolph) 

Oleylehlorid [aus Oleinalkohol*’) mittels Thionylchlorid erhalten] vom 
Siedep. 195°/13 mm wurde mit dem gleichen Gewicht Natriumcyanid in 
4 Teilen absolutem Alkohol 100 Stunden unter Riihren zum Sieden erhitzt, 
sodann das in tiblicher Weise gewonnene Nitril ohne weitere Reinigung 
mit alkoholischer Kalilauge verseift, und die in einer Ausbeute von 85°, 
erhaltene rohe Fettsiiure im Vakuum destilliert. Siedep. 228°/13 mm. 


Aquivalent Gef. 300 Ber. 296 Jodzahl Gef.77 Ber. 85 
0,2970 g Subst.: 9,90 cem n/10-Lauge — 0,5016 g Subst.: 30,52 ccm 
n/10-Thiosulfat. 


**) Nach der Methode von Rosenmund u. Kuhnhenn, Chem. Z. 1924, 
I, 836, nach welcher auch alle Jodzahlen vorliegender Arbeit bestimmt 
wurden. 

8°) Gazzetta 42, II, 283; Chem. Z. 1912, II, 1902. 

31) Soe. 1982, 2315. 

3?) Ber. chem. Ges. 38, 2285 (1905). 

In reiner Form uns liebenswiirdigerweise iiberlassen von der 
H. Th. Bohme A.-G., Chemnitz. 
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Die Siiure stellt das Gemisch der beiden Stereoisomeren dar, in welchem 
nach Skraup und op de Hipt*) die ,,Elaidinsiiureform“ iiberwiegen diirfte, 
und erstarrt zu einer farblosen weichen Krystallmasse vom Schmelzp. 20°. 


Zur Identifizierung konnten — wie bei der Heptadecensiure*) — iiber 
den Methylester vom Siedep. 205°/13 mm nun aus 2g davon in Eisessig mit 
Wasserstoffsuperoxyd 1,5g einer rohen Dioxynonadecansiiure erhalten werden, 
aus Essigester umkrystallisiert 0,7 g farblose Krystalle vom Schmelzp. 88°. 


| Aquivalent Gef. 327 — Ber. 330 (0,1046 g Subst.: 3,20 ccm n/10-Lauge). 


Mit einem Triglycerid aus dem Nonadacensiiuregemisch sind die Ver- 
suche 30/31 ausgefiihrt. 


Zur Anreicherung der ,,Olsiiureform“ wurden 50 g (iiber den Methyl- 
ester und Verseifung gereinigter) Siure im gleichen Volumen Aceton erst 
bei 0° ausgefroren (10 g Niederschlag = Fraktion I), das Filtrat gab dann 
bei — 20° 17 g der Fraktion II, das letzte Filtrat wurde mit Wasserdampf 
behandelt, bis in diesem die Jodoformprobe auf Aceton negativ war, und 
diese Fraktion III in das Triglycerid fiir Versuch 32 iibergefiihrt. Es zeigte: 


Fraktion I Agquivalent Gef. 319 Jodzahl Gef. 51) 
II » 376} Ber. 296 - a Ber. 85 
” ” ” 82 


0,2470 g Subst. I: 7,74 cem n/10-Lauge — 0,6522 g Subst. I: 26,40 cem 
n10-Thios. — 0,3355 g Subst. II: 8,91 cem n/10-Lauge — 0,3510 g Subst. 
II: 21,38eem n/10-Thiosulfat — 0,3190g Subst. III: 20,63 n/10-Thiosulfat. 


Reduktion der Linolséure zu Olsaure 
[Experimentell bearbeitet von W. Heller”*’)] 
5 g einer Linolsiiure*) von der Jodzahl 155 gelést in 150 ccm 0,24n- 


| Kalilauge wurden unter Riihren und LuftausschluB 48 Stunden mit 7 g 


p-Thiokresol erhitzt, das Gemisch dann stark alkalisch gemacht, und mittels 
Petrolither die Hauptmenge des gebildeten Ditolyl-disulfids extrahiert, rein 
erhalten aus Alkohol umkrystallisiert 3,3 g vom Schmelzp. 46°; ein Rest 
verbleibt dann in der beim Ansiuren gewonnenen Fettsiiure, die zunichst 


mit Wasserdampf vom iiberschiissigen Thiokresol (3 g) befreit, dann in den 
= \ethylester iibergefiihrt wurde. Dieser wird in 50°/,iger Essigsiiure 15 bis 


20 Minuten mit verkupfertem Zinkstaub gekocht*®), um Disulfid in Mercaptan 
zu verwandeln, das nun aus iitherischer Lésung des verdiinnten Gemisches 


mit Alkali ausgezogen und bestimmt wird (0,64 g)*’). 


4) op de Hipt, Diss. Wiirzburg 1937, bes. dort 8. 8/9; vgl. auch 


 Noller u. Bannerot, Amer. chem. J. 56, II, 1563; Chem. Z. 1934, II, 3241. 


%) Dargestellt nach Griin u. Schénfeld, Z. angew. Chem. 29, I, 
37 (1916) und weiter nach Kaufmann u. Mestern, Ber. chem. Ges. 69, 


2684 (1936). 


38) Dabei veriindern — wie besonders gepriift — Olsiiure- oder Linol- 


 siureester fiir sich ihre Jodzahl nicht! 


‘?) Diese Aufarbeitung ist neuerlich von Frl. Dr. I. Stoll verbessert 
worden, mit der zusammenhiingend iiber weitere Untersuchungen dieses 
Gebietes berichtet werden wird. 
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Die von verschiedenen Versuchen her beniitzten destillierten Methyl. 
ester (Jodzahl 102) wurden nach Hilditch*‘) in Aceton mit Permanganat 
aufoxydiert, wobei aus 7,5 g Ester auBer 0,17 g Oxalsiure und 0,3 g Capron. 
siiure (von noch vorhandener Linolsiure herriihrend) erhalten wurden: 


3 g Pelargonsiure, Siedep. 1388—140°/12 mm, 
Aquivalent gef. 158, ber. 158 (0,1302 g Subst.: 8,25 cem n/10-Lauge) 


und 8,65 g Acelainsiiure, Schmelzp. 104°, 
Aquivalent gef. 94, ber. 94 (0,1127 g Subst.: 12,00 cem n/10-Lauge), 


(also je 75°/, d. Th.!), wihrend das Fehlen von Stearinsiure bei der Aut. 
arbeitung besonders festgestellt wurde. 


Olsiure bleibt, unter gleichen Bedingungen mit Thiokresol erhitzt, 
villig unverindert, wie neben weiteren Einzelheiten und der genaueren 
Bilanzaufstellung des hier geschilderten Versuches in der Diss. Heller” 
aufgefiihrt. 


88) Chem. Z. 1925, I, 1586; 1926, II, 2155; Soc. 1929, 1456, hier 
speziell fiir Linolséiure. 
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Uber die Verschiedenheit von Cellulase und Lichenase 


| 1.Mitteilung tiber den enzymatischen Abbau polymerer Kohlenhydrate 


Von 
Karl Freudenberg und Theodor Ploetz 
Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir die Chemie des Holzes und der Polysaccharide 
und dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Marz 1939) 


Fiir die Versuche wurden zwei verschiedene Enzymmaterialien 
beniitzt, das im Handel erhiltliche Priaiparat ,,Luicym“, das ein 
aus Aspergillus orycae gewonnenes Enzymgemisch ist, und der 


' Verdauungssaft der Weinbergschnecke (Helix pomatia). 


Beide Materialien sind Gemische verschiedener Enzyme. Sie 


' sind schon Gegenstand mehrerer Untersuchungen gewesen. Am 

' eingehendsten untersucht wurden die Enzyme des Aspergillus 

oryeae durch W. Grassmann’) und die von Helix pomatia durch 
P. Karrer?). 


Neben anderen Substraten greifen beide Fermentgemische 


auch Cellulose und Lichenin an. Soweit die Frage iiberhaupt be- 


riihrt wird, findet man in der Literatur immer die Meinung ver- 


| treten, daB sowohl beim Helixsaft als auch beim Luicym der 


Angriff auf Cellulose und Lichenin nur von einem Ferment be- 
werkstelligt werde. Aspergillus 0. und Helix p. sollen also je ein 


| Ferment besitzen, daB sowohl Cellulose als auch Lichenin (das 


ja als ein niederes Homologes der Cellulose gilt) abzubauen vermag. 
Nur T. Ullmann’) kommt zu dem SchluB, daB bei den Wirbel- 


' losen Cellulase und Lichenase zwei verschiedene Fermente sind. 


Da diese Frage fiir geplante spiaitere Versuche von Wichtig- 


_keit ist, wurde sie einer Nachpriifung unterzogen. Dabei wurde 
gefunden, daB sowohl im Luicym als auch im Helixsaft zwei 


) Liebigs Ann. 502, 20 (1933); 503, 167 (1933). 

*) Helvet. chim. Acta 7, 144, 154, 518 (1924); 8, 245 (1925); Erg.-Bd. 
Kolloid-Z. 36, 91 (1925). 

*) Z. vergl. Physiol. 17, 520 (1932). 
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verschiedene Fermente fiir diese beiden Substrate vorliegen. Sie 
unterscheiden sich beim Luicym durch ihr Verhalten bei Reini- 
gungsoperationen und in ihren p,,-Optima. Fir die Luicym-Cellu. 
lase wurde ein Optimum von p,, 4,7, fiir die Lichenase ein solches 
von 5,9 gefunden. Beim Helixsaft sind die p,,-Optima nicht deutlich 
unterschieden (5,2—5,4), wohl aber zeigen die beiden Fermente 
verschiedenes Verhalten bei den Reinigungsstufen. 

Sowohl die beiden Lichenasen wie die beiden Cellulasen sind 
demnach verschieden. Vielleicht liegen die Unterschiede nur be; 
den T'rigersubstanzen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Das Enzymgemisch aus Aspergillus orycae. Hierfiir steht 
das Trockenpriiparat Luicym zur Verfiigung*) Die Ausgangs- 
lésungen wurden hergestellt durch 1 stiindiges Riihren von 5¢ 
Luicym in 100 ccm Wasser und Zentrifugieren der erhaltenen 
Suspension. Man erhilt so eine braune Lésung von etwa 1,6°), 
Trockensubstanzgehalt, der sich durch 16 stiindige Dialyse in 
Collodiumschliuchen ohne merklichen Aktivititsverlust bis auf 
0,1°/, herabdriicken 1iBt. Die Innenfliissigkeit der Dialyse ist 
nur noch schwach gefirbt. Nicht selten zeigt sie eine Steigerung 
der Aktivitiit gegen Cellulose, bezogen auf gleiche Volumina 
dialysierten und nicht dialysierten Enzyms, was auf Beseitigung 
von Hemmungsstoffen schlieBen liBt. 


Versuche, die normale Dialyse durch eine Elektrodialyse zu ersetzen, 
haben immer zu einer weitgehenden Inaktivierung der Priparate gefiihrt. 
Eine Trennung vom Triger scheint dabei nicht vorzuliegen, da auch die 
Vereinigung der einzelnen Kammerfliissigkeiten zu keiner Reaktivierung fiihrt. 

Die Wirksamkeit gegen Cellulose, Lichenin und Cellobiose wurde 
durch die einzelnen Reinigungsstufen verfolgt. Als Substrate dienten 
0,2—0,4°/,ige Cellobioselésungen, 0,3°/,ige Licheninlésungen') und diinne 
Cuprophanfolien gleicher GréBe mit einem Trockengewicht von etwa 
100 mg. Um einen gleichmiBigen und vergleichbaren Angriff dieser Folien 
zu erzielen, war es notwendig, sie in Wasser einer Vorquellung zu unter- 
werfen. 

Auf einen quantitativen Vergleich der einzelnen Enzympriparate, durch 
Einfiihrung von Enzymeinheiten, etwa nach Art der Karrerschen Liche- 
naseeinheit, wurde zunichst verzichtet, da ein solcher die Kenntnis der 
Kinetik des Reaktionsverlaufes voraussetzt. Es wurde vielmehr durcb 
Zuckerbestimmung der Grad des Abbaus ermittelt, und die sich so ergebende 


*) Den Luitpoldwerken Miinchen sei fiir die freundliche Uberlassung 


von Priiparaten bestens gedankt. 
) K. Hess u. H. Friese, Liebigs Ann. 455, 190 (1927). 
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Zeit-Abbau-Kurve qualitativ, unter Beriicksichtigung der angewandten 
Enzymmenge, mit der analogen Kurve des Ausgangsmaterials verglichen. 

Die Zuckerbestimmung erfolgte nach der von M. Mac Leod und 
R. Robison’) gegebenen Vorschrift (Mikro; Willstaétter-Schudel), die 
allerdings dahin zu korrigieren ist, daB statt 5°/,iger Sodalésung 1 n-Natron- 
lauge verwendet werden mu. Bei Anwendung der vorgeschriebenen Soda- 
lisung konnte keine Reaktion des Zuckers mit dem Jod festgestellt werden. 

Die dialysierten Enzymlésungen wurden einer fraktionierten 
Alkohol—Atherfallung (A-A-F) unterworfen. Man iiberschichtet 
dazu die stark gekihlte wiBrige Liésung mit Ather und gibt 
dann unter Riihren solange Alkohol zu, bis der Ather von der 
Lisung aufgenommen ist. Dies wird so lange fortgesetzt, bis nach 
weiterer Atherzugabe keine Fillung mehr entsteht. Der Nieder- 
schlag wird dann abzentrifugiert und im Hochvakuum rasch ge- 
trocknet. Er geht mit Pufferlésung glatt in Lisung. Die Mutter- 
lauge der A-A-F zeigt nach schonender Aufarbeitung keine Cellu- 
lase-, aber kriftige Cellobiase-Wirkung. Die Grassmann durch 
Adsorption gelungene Abtrennung der Cellobiase ist also auch 
auf diesem Wege durchfiihrbar. 

Man kann nun die A-A-F in beliebig viele Fraktionen unter- 
teilen, indem man nur kleine Mengen Ather zugibt und den ent- 
stehenden Niederschlag sofort abzentrifugiert. Untersucht man 
dann die einzelnen Fraktionen getrennt auf ihren Enzymgehalt, 


so ergibt sich, daB die 3 Fermente in der Reihenfolge Lichenase, 
' Cellulase, Cellobiase ausgeflockt werden. Sie iiberlagern sich dabei 
aber weitgehend, und es gelingt nur in den Grenzfraktionen, also 
der ersten und letzten Fiallung, die auferdem sehr klein ge- 
_ halten werden miissen, eine quantitative Trennung zu erreichen. 


Es ist auf diesem Wege gelungen, eine Lichenase-wirksame 


erste Fiallung zu erreichen, die frei von Cellulase war. 


In 150 cem Luicym-Dialysat wurden nacheinander 3 A-A-F erzeugt. 
Die Niederschlige wurden jeweils abzentrifugiert, im Hochvakuum ge- 
trocknet und in 10 ccm Acetatpuffer von py 4,7 + 40 ccm Wasser gelist. 
Von diesen Lésungen werden fiir jeden Ansatz 2 ccm verwendet. Die 
Cuprophanansitze bestehen aus 2cem Enzymlésung, 3 cem Acetatpuffer 


von py 4,7, 5cem Wasser und 100 mg Cuprophan, die Licheninansitze 


aus 2eem Enzym, 3 cem Acetatpuffer von p,;, 5,9 und 5 cem einer Lichenin- 


_ lésung, die bei vollstindiger Hydrolyse 35,0 mg Glucose/10 cem ergibt. 


Analog gelingt es, aus den letzten Fillungen Priparate zu 
erhalten, die praktisch frei von Cellulase sind, aber sehr starke 
Vellobiasewirkung entfalten. Wie schon erwiihnt, scheint die 


1) Biochemic. J. 23, 517 (1929). 
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Cellobiase auf diesem Wege nicht vollstindig (oder nur unter | 


Anwendung sehr groBen Atheriiberschusses) fallbar zu sein. 


Versuchs- mg entstandene Glucose 
dauer 1. A-A-F 2 A-A-F 8. A-A-F 
in Tagen Lich | Cupr Lich | Cupr Lich. | Cupr. 
1 6,5 | 0,0 45 | 4,7 14,5 6,5 
2 8,6 | 0,0 14,5 5,9 15,4 81 
3 88 | 0,0 14,5 6,3 16,3 8.8 


In der zweiten und dritten A-A-F nimmt die Cellulasewirkung stufen- 
weise zu. 


Eine 'l'rennung der Cellobiase von der Cellulase hat Grass- 
mann durch Adsorption an meta-Aluminiumhydroxyd durcl- 


gefiihrt. Wir haben Adsorptionsversuche nur mit dem Aluminiun- | 


hydroxyd Cy nach Willstitter angestellt und kénnen Grass- 
manns Ergebnisse mit dem gleichen Adsorbens bestitigen. Beide 
Enzyme unterscheiden sich nur wenig in ihrem Verhalten gegen (;. 

Auch durch fraktionierte Durchfiihrung der Adsorption oder 
Elution lassen sich keine guten Trennungen erzielen. Brauchbar 
ist dagegen eine Voradsorption mit ganz geringen C y-Mengen, 
da hierdurch ein groBer Teil der firbenden Verunreinigungen ent- 
fernt werden kann, ohne daB merkliche Mengen von Enzym mit 
adsorbiert werden. 

Die Ermittlung der p,,-Optima der einzelnen Enzyme lieterte 
einen weiteren Beleg fiir ihre Verschiedenheit. Es wurden Ver- 
suchsreihen zu je 18 verschiedenen p,,-Werten zwischen 3,2 und 7,9 
angesetzt. Von p,, 3,2—6,2 wurde dabei Acetatpuffer, von p,, 6,9 
bis 7,65 Phosphatpuffer verwendet. Der Substratabbau wurde 
durch liingere Zeit bei tiiglicher Probenahme verfolgt. Dabei er- 
gaben sich folgende Kurven (vgl. Fig. 1—3). 

Aus dem Auftreten von kleineren Nebengipfeln in den Kurven 
von Lichenase und Cellulase kann vermutet werden, daB im Luicym 
nicht nur je ein Ferment fiir Lichenin und Cellulose vorliegen. 
sondern mehrere. 


2. Der Verdauungssaft der Weinbergschnecke (Helix pomatia). 
Als Ausgangsmaterial wurde der dicke klare Darmsaft hungern- 
der Weinbergschnecken verwendet. Er zeigt sehr starke enzyma- 
tische Wirksamkeit (ein Vielfaches der Luicymwirkung) und hohes 
-Reduktionsvermiégen bei der Zuckerbestimmung. Farbstoffgehalt 
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und Reduktionsvermégen lassen sich selbst durch mehrtigige 


unter 
is Dialyse nicht in dem Ma8e wie beim Luicym verringern. 
| 
| 
| 
3,1 | | 
| = 
| 
‘ufen | | | | 
4 5 6 3 6 
Luicym, Cellobiase Luicym, Lichenase 
rch. 
ium- | 
ASS- | 
eide 
Cy 
oder 
hbar 
Fig. 3 
ent- Luicym, Cellulase 
sa Die fraktionierte A-A-F des Dialysates fiihrt zu einer Aufteilung der 
| Enzymkomponenten, die den am Luicym beschriebenen Verhiiltnissen analog 
erte ist. Die Mutterlauge der A-A-F ist frei von Cellulase und Lichenase, ent- 
Ver: hilt aber noch gut wirksame Cellobiase. Die Cellulasewirkung klingt in 
1,65 den letzten Fallungsfraktionen rascher ab als die Lichenasewirkung. Eine 
65 cellulasefreie erste Fraktion wurde nicht erhalten. Infolge eines Gehaltes 
an denaturiertem Eiwei8 sind die ersten Fiallungsanteile in Acetatpuffer 
inde nicht vollig léslich. Zentrifugiert man vom Riickstand ab und bringt diesen 
er- getrennt, als Suspension, zur Einwirkung auf die Substrate, so zeigt er 
¢ neben schwacher Cellulase- eine sehr kriiftige Lichenasewirkung. 
vel An Stelle der A-A-F la8t sich eine fraktionierte Fillung (am besten 
im nach der Dialyse) auch mit Alkohol allein durchfiihren. Die Fallungen 
JY" @ sind in Wasser léslich. Auch hier zeigt sich in den spiiteren Fallungen 
sen, eine raschere Abnahme der Cellulasewirkung gegeniiber der Lichenase. 
Das ausflockbare Eiwei8 geht in die ersten Fraktionen und kann aus deren 
' Lésungen durch Verschieben des py ins stiirker saure Gebiet (py 3,6) 
ia).  irreversibel gefallt werden. Um stiirkere Schiidigungen der Enzyme zu ver- 
rn- meiden muB aber rasch der normale p,,-Zustand wieder hergestellt werden. 
— Die so erhaltenen Eiweiffillungen halten hartniickig Lichenase fest. 
hes Ein sehr schonendes Verfahren zur Entfernung der Eiweib- 


arten fand sich in folgendem: Man iiberschichtet den Helixsaft 


salt 

q 


94 Karl Freudenberg und Theodor Ploetz, 


mit Toluol und Ather und schiittelt kriftig durch. Dadurch bildet 
sich eine Emulsion, die sich beim Zentrifugieren in 2 Schichtey 
trennt. Die obere ist eine steife, rein weiBe KiweiBpaste, dic 
sich mit einem Léffel abheben lift. Durch mehrmaliges Wieder. 
holen dieser Operation kann man in kurzer Zeit zu _ praktisch 
eiweiBfreien Lésungen gelangen (0,1 °/,ige Albuminlésungen geben 
nach 6 maligem Ausschiittelhn — je 5 Minuten — keine Biuret- 
reaktion mehr). Dieses Verfahren ist wohl ein physikalisches 
Analogon zu der von M.G. Sevag’) beschriebenen Entfernung 
von Kiwei®stoffen mit Chloroform und Amylalkohol. Die Ver. 
wendung von Toluol (und a&hnlichen Kohlenwasserstoffen) bietet 
aber gerade beim Arbeiten mit empfindlichen Enzymen gewisse 
Vorteile gegeniiber den dort verwendeten Agentien. 


Wie bei Luicym wurde auch hier eine Aufteilung der Enzyme durch 
fraktionierte Adsorption an Aluminiumhydroxyd C, versucht. Das Ergebnis 
war ebenso unbefriedigend. 


Die p,,-Optima der Helix-Cellulase und Lichenase wurden in 
der gleichen Weise wie beim Luicym ermittelt (Fig. 4). Sie sind fast 
gleich. Ein geringer Unterschied liegt nur darin, daB die Cellulase 
bei p,, 5,2 und 5,5 gleich optimal wirkt, wihrend die Lichenase- 
wirkung bei p,, 5,5 schon wieder etwas absinkt gegeniiber ihrem 
Optimum bei p,, 5,2. Auch Karrer findet fiir die Schnecken- 
lichenase ein p,-Optimum von 5,28 (mit Phosphatpuffer), 


T 1 


Abbau — 


- 
Vig. 4 
Helix p. 


3. Kinetische Versuche. Ein quantitativer Vergleich einzelner 
Enzympriparate ist nur méglich, wenn man genau definierte 
Enzymeinheiten als BezugsgréBen verwendet. Um solche Ein- 
heiten aufstellen zu kénnen, muf man aber erst einen Hinblick 
in die Kinetik der betrachteten Reaktion gewinnen, um sicher 
zu sein, daB die der Definition zugrunde liegenden GréBen inner- 
halb des Definitionsbereichs als konstant gelten kénnen. 


) Biochem. Z. 273, 419 (1934). 
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Wir haben zunachst am Luicym die Kurven des Cellulose- 
abbaues bei einer bestimmten Enzymmenge ermittelt und zugleich 
die analogen Kurven bei Verwendung der 2, 4 und 16 fach kleineren 
Enzymmenge. Nach einem je nach der Starke des Enzympraparates 
mehr oder weniger steilen ersten Angriff zeigen die Kurven meist 
durch langere Zeit linearen Verlauf (die Dauer dieses Stadiums 


 hingt natiirlich von der Aktivitét des Enzyms ab), so daf also 


in gleichen Zeiten gleiche Mengen reduzierender Zucker ent- 
stehen. Erst spiter tritt dann eine stirkere Kriimmung auf, die 


auf eine Hemmung, entweder durch den gebildeten Zucker oder 
' durch Inaktivierung des Enzyms, hinweist. 


Die im folgenden gegebenen Kurven sind jeweils Mittelwerte 


aus drei parallelen Ansi&tzen. Als Substrat dienten, wie iiblich, 


etwa 100 mg Cuprophan. Von der unverdiinnten bzw. im Ver- 
hiltnis 1 +1, 1+3 und 1+ 15 verdiinnten Rohluicymlésung 
wurden je 3ccm zusammen mit 2 ccm Acetatpuffer von p,, 4,7 


/ und 5 com Wasser auf das Cuprophan einwirken gelassen. Hine 


frisch hergestellte Luicymlisung ergab dabei folgende Kurven. 


Abbau 


1 1 
2040 60 80 100 120 140 160 


Fig. 5 
Luicym-Kinetik 


Versuchs- mg entstandene Glucose Quotient 
bei Luicymmenge 
in § oe. 
22 5,6 49 | 1,8 1,14 4,3 1,48 
46,5 7,8 6,05 2,65 1,29 2,95 2,15 
70,5 9,8 7,1 3,65 1,38 2.68 2,63 
93,5 11,2 ss | “« 1,35 2,33 2,46 
118 12,35 9,35 | 5,55 1,32 2,23 2,30 
141 18,85 10,3 | 6,25 1,3 | 
166 144 | 11,4 6,5 1,26 222 | 320 
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Die Beziehungen der Kurven untereinander ergeben sich ays 
den Zahlenwerten der tiglich ermittelten Kurvenpunkte (vel. yor. 
stehende Tabelle). 

Man sieht also, daB nach Beendigung der ersten Angrifis. 
phase die Kurven einem einigermafen konstanten Verhiltnis zu. 
streben, fiir das zwischen Kurve 1 und 2 etwa der Faktor 1,35 
gilt. Die im unverdiinnten Luicym friiher einsetzende Hemmung 
fiihrt allerdings zu einer allmahlichen Verminderung des Abstandes, 
Das gleiche gilt fiir das Verhiltnis zur Kurve 3. Der aus 1 und 3 
ermittelte Quotient ist in jedem Kurvenpunkt (abgesehen von den 
beiden ersten Tagen) ziemlich genau gleich der 3. Potenz des 
gleichzeitig ermittelten Quotienten zwischen Kurve 1 und 2. Sieht 
man von dem Gang der Quotienten ab, und betrachtet sie in 
erster Niherung als konstant, so folgt, daB in dem betrachteten 
Bereich die nfache Enzymmenge einen etwa 1,35°—” fachen Ab- 
bau in gleichen Zeiten bewerkstelligt. 

Diese Regel versagt aber véllig bei Kurve 4, also der Ver- 
diinnung 7/,,, die einen ganz unerwarteten Verlauf zeigt. Hs 
miissen hier besondere Verhiiltnisse vorliegen, die wir aber nicht 
niher diskutieren wollen, da, wie die nichste Tabelle zeigt, dic 
abnorme Erscheinung bei der Alterung des Enzyms verschwindet. 

Wir haben die gleiche Versuchsreihe nach 8 tagigem Lagern 
der Enzymlésung im Eisschrank wiederholt und dabei folgende 
Zahlen erhalten. 


Ver- mg entstandene Glucose . 

suchs- arte Luicymmenge Quotient 

| | | | Lit, | Li thy 
1 88 7,8 5,3 | 2,0 1,13 | 1,66 44; — 
2 13,2 8,8 7,3 | 38,9 1,69 | 1,81 8,38 - 
3 13,8 9,6 7,3 | 4,8 1,49 | 1,89 2,78 - 
4 15,2 11,6 9,0 | 5,7 1,31 1,69 2,67 ~ 
5 16,5 13,7 | 10,6 | 6,5 1,20 1,56 2,54 | 1,73 
6 17,5 14,7 11,7 | 6,7 1,19 1,50 — 1,68 
7 18,4 15,6 | 12,7 | 6,7 118 | 1,45 | — 1,64 
8 19,6 17,0 | 1838 | 6,7 1,15 1,42 — | 1,52 
9 21,4 18,2 | 14,8 6,7 1,175 | 1,45 — | 1,62 


Die Verhiltnisse haben sich also jetzt dahin verindert, dab 
der Quotient aus dem Abbau der Enzymmengen 1 und !/, kleiner 
geworden ist. Kurve 3 gehorcht jetzt ganz gut der Formel, dai 
die nfache Enzymmenge einen 1,15°-”fachen Abbau leistet 
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(1,15° = 1,52). Bei der Enzymmenge '/,, ist der Abbau (bis zum 
Stillstand) aber gerade doppelt so stark, als nach dieser Be- 
rechnung zu erwarten wire. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB 1. der Angriff der 
Cellulase auf Cuprophan verschiedenen Zeitgesetzen unterworfen 
ist, indem anfinglich sehr rascher Abbau erfolgt (dessen zeit- 
licher Verlauf hier nicht untersucht wurde), dann in gleichen 
Zeiten gleiche Zuckermengen gebildet werden und schlieBlich eine 
Hemmung der Reaktion eintritt; 2. bei wechselnden Enzymmengen 
innerhalb gewisser, nicht sehr weiter Grenzen der zu erwartende 
Abbau durch Annahme eines konstanten Faktors annihernd er- 
mittelt werden kann; 3. der praktische Wert dieses Faktors noch 
dadurch sehr vermindert wird, daB er vom Alterungszustand des 
Fermentes abhingig ist. Man kénnte sich vorstellen, daB auch 
noch andere Gesichtspunkte, wie z. B. die chemische Operation, 
die zu dem betreffenden Fermentpriparat fiihrt, den Zahlenwert 
dieses Faktors beeinflussen. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde auf die Einfihrung von 
Enzymeinheiten zunachst verzichtet, da der dadurch vorgetiuschte 
quantitative Charakter der Untersuchungen kaum gréBere Sicher- 
heit gibt, als der rein qualitative Vergleich der Zeit-Abbau-Kurven. 
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Zur Wirkungsweise des Histamins 
Von 


D. Ackermann und W. Wasmuth 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Miirz 1939) 


S. Edlbacher, P. Jucker und H. Baur!) machten die Beob.- 
achtung, daB es gelingt, die kontrahierende Wirkung des Histamins 
auf den Meerschweinchendiinndarm zu verhindern, wenn man dem 


Tyrodebad von 50 ccm einige Minuten vorher 1 ccm einer 3/, molaren. 


Lésung neutralisiertes Arginin zugibt. Histidin und Cystein hatten 
denselben Effekt, wiihrend Lysin und die iibrigen Aminosiuren 
wirkungslos waren. 

Im Einverstiindnis mit Herrn Kollegen Edlbacher haben 
wir diese Versuche weiter ausgedehnt und zuerst eine Reihe von 
Guanidinderivaten in gleicher Richtung gepriift. Dabei stellte sich 
heraus, daB das Arginin auch im Verbande des EiweiBmolekiils 
eine hemmende Wirkung entfaltet. Es ergab sich namlich eine 
solche mit dem an Arginin reichen (iiber 80°/,) Clupein sowie 
auch Sturin, waihrend sie bei Glutin, Ovalbumin und Pseudomucin 
fehlte. Ferner zeigte sich, daB Guanidinderivate nur dann hemmen, 
wenn, wie beim Arginin, der die Seitenkette tragende Stickstofi 
noch ein substituierbares Wasserstoffatom enthalt. So wirkten 
hemmend Arcain, Agmatin, Synthalin, y-Guanidobuttersiure, Cana- 
vanin und Desaminocanavanin, wiihrend Kreatin, Kreatinin, asym. 
Dimethylguanidin versagten. 

Die hemmende Wirkung kommt auBerdem nicht zustande, 
wenn trotz des Vorhandenseins des erwihnten substituierbaren 
Wasserstoffatoms sich in dessen Nihe Sauerstoff befindet, wie es 
beim Glykocyamin, Glykocyamidin und der Guanidopropionsiure 
(Alakreatin) der Fall ist, oder wenn die Seitenkette einen be- 
sonders sauren Charakter erhilt, was im Falle der Argininsiure, 
des Octopins, Taurocyamins und Asterubins zutrifft, die also nicht 
hemmen. 
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Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei den Imidazolderivaten, 
jie auch nur hemmen, wenn wie beim Histidin und Carnosin, 
der Imidowasserstoff des Ringes nicht substituiert ist, wihrend 
1(3)-Methylhistidin und Anserin, die statt dessen eine Methyl- 


oruppe tragen, versagen. Hine dhnliche Rolle scheint der Wasser- 


stoff der Sulfhydrylgruppe zu spielen, so daB Cystein, wie schon 
Edlbacher und Mitarbeiter angeben, deutlich hemmt, wibhrend 


Methionin wirkungslos ist. 
Es wurde nun versucht, diese Beobachtungen unter einen 


'gemeinsamen Gesichtspunkt zu bringen. 


Was zuerst die Wirkung des ungehemmten Histamins (1) und 


seiner Derivate angeht, so scheint dafiir die Voraussetzung zu 


sein, daB das Imidowasserstoffatom des Kerns nicht substituiert 


ist, denn 1-Aminoiathylimidazol (XJ) ist véllig wirkungslos, wiihrend 
das an der Seitenkette methylierte Methylhistamin (II), ferner 


Imidazolbutylamin (IV), 4(5)-Methyl-5(4)-Aminoathylimidazol (V), 
4(5)-Methyl-5(4)-Aminomethylimidazol (VI), 2-Methylhistamin (VII) 


' sowie Imidazol (VIII) selbst eine, wenn auch nicht immer starke, 


so doch sicher nachweisbare histaminartige Wirkung entfalten?). 


Es versagt diese trotz Freiseins des Imidowasserstofis im Ring 


bei Histidin und Imidazolithylalkohol (X)*), was auf hindernde 


| Wirkung von Sauerstoff in der Seitenkette bezogen werden kann. 


Den zu erklirenden Hemmungsmechanismus kénnte man sich 


nun aus einem Uberangebot von Iminogruppen der hemmenden 
| Guanidinderivate und des Histidins, sowie der Sulfhydrylgruppen 
des Cysteins verstiindlich machen, die das Histamin verhindern, 


sich mit Hilfe seiner Imidogruppe zu verankern, um seine so 


_ starke pharmakologische Wirksamkeit zu entfalten. Warum diese 
 Verdringung nicht entfernt in iquimolekularem Verhiltnis verliuft, 
' sondern nur bei erheblichem Uberangebot des hemmenden Kérpers, 
bleibt dabei unerklirt. 


Erwihnt sei noch, da8B es uns auch gelang, die Blutdruck- 


senkung durch Histamin beim Hunde durch vorherige intravenése 
' Gaben von Argininmonochlorid (etwa 0,5 g pro Kilo Tier), die 
 allerdings schon selbst eine leichte Blutdrucksenkung bewirkten, 
am. verhindern, wihrend dies mit Histidin nicht méglich war. 


Da sich Arginin und Histidin sicher vorgebildet in den Ge- 


_ weben’) finden, wire es méglich, daB durch deren Wirkung die 


des ja gleichfalls vorhandenen Histamins hintangehalten wird. 
Die Hemmung erstreckt sich nicht auf Acetylcholin, wie wir 
in Bestiétigung von Rothlin’) feststellen konnten. 
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Substanzen, die selbst schon auf den Darm wirken, wie 


Imidazol, Guanidin u. a. haben wir als Hemmungskérper nicht | 


herangezogen. 

Das Fehlen der hemmenden Wirkung beim Citrullin, Sarkosin 
und Methylharnstoff beziehen wir wieder auf den der Imidogruppe 
benachbarten Sauerstoff, ebenso wie sich umgekehrt eine Hemmung 
im Falle des Spermins und Spermidins beobachten liBt, 2 Basen, 
die bei Vorhandensein zweier bzw. einer Imidogruppe iiberhaupt 
keinen Sauerstoff haben. 

Fiir die Priifung auf Hemmung liefen wir 1—2 ccm einer 
1/, molaren Lésung des betreffenden Kérpers in 50 cem Tyrode- 
lésung 3 Minuten einwirken, worauf 1 y Histamin zugegeben 
wurde. Nach Beendigung des Versuches wurde jedesmal gespiilt 
und mit gleicher Histaminmenge festgestellt, daB der Darm noch 
ansprach. [Kine entsprechende Kurve vgl. Diese Z. 257, 155 (1939) 


Histamin am Darm hemmend 
Clupein und Sturin; Arginin; Agmatin. 
Areain: H,N-C(: NH-(CH,),» NH-C(: NH)-NH, 
Synthalin: H,N-C(: NH)-NH-(CH,),9-NH+C(: NH)-NH, 
y-Guanidobuttersdure. 
Canavanin: H,N-C(: 
Desaminocanavanin: O-CH,-CH,+CH-COOH 

NH-C(:NH)-NH 
Histidin; Carnosin. 
Spermidin: 
Spermin: 
Cystein. 
Histamin nicht hemmend 


Ovalbumin, Glutin, Pseudomucin und die itibrigen Aminosiuren: 
Kreatin(in); Dimethylguanidin; Glykocyami(dijn; #-Guanido- 
propionsiiure. 
Octopin: H,N-C(: NH). NH-(CH,),» CH- COOH 
NH-CH(CH,)-COOH 
Argininsiiure: H,N-C-(: 
Taurocyamin: H,N-C(: NH).NH-CH,-CH,-SO,H 
Asterubin: (CH,),*N-C(: NH)- NH-CH,-CH,-SO,H 


Methylhistidin: N : CH- N(CH,)-CH : C-CH,-CH(NH,): COOH 
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1. S. Edlbacher, P. Jucker u. H. Baur, Diese Z. 247, 63 (19387). 
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Zur Wirkungsweise des Histamins 


Anserin: N-CH- N(CH,) : C-CH, -CH-NH-CO-CH,-CH,-NH; 
COOH 
Citrullin: 


Methylharnstoff; Sarkosin. 
Es wirken wie Histamin 
I N: CH-NH-CH: C-CH,-CH,-NH, 
N: CH-NH-CH: C-CH,-CH,-NHCH; 
| 
N: CH-NH-CH: C-CH,-NH, 
N: CH-NH-CH: C-CH,-CH,-CH,-CH,-NH, 
V N: CH- NH. C(CH,) : C-CH, -CH,-NH, 
l 
N 
| 
N 
N 


: CH-NH-C(CH,) : C-CH,-NH, 

: (CH,)-C-NH-CH : C-CH,-CH,-NH, 

: CH-NH-CH : CH 


‘Nicht wie Histamin 
IX N: CH-NH-CH : C-CH,-CH,+(NH,)- COOH 
x N: CH-NH-CH : C-CH,-CH,-OH 
XI N:CH-N(CH,-CH,-NH,)-CH: CH 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefihrt. 
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Zur Frage des Vorkommens von Histamin im normalen Harp 
Von 


D. Ackermann und H. G. Fuehs 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Miirz 1939) 


Bisher hat man Histamin im normalen Harn nicht nach- 
weisen kénnen'); nur im Harn von Hunden nach Parathyreoid- 
ektomie*) wurde einmal sein Vorhandensein in Mengen beschrieben, 
die sogar eine priparative Darstellung erlaubten. 

Wir miissen uns heute vorstellen, daB das im Ko6rper sich 
findende Histamin dort gebildet wird, denn wenn wirklich nennens- 
werte Mengen davon im Darm durch Fiiulnis von nicht resorbiertem 
Histidin entstiinden, wiirden sie bei der Resorption durch die 
Histaminase*%) des Darmes zerstért werden, andererseits aber libt 
die Auffindung der Histidindecarboxylase‘*), die man neuerdings 
auch reinigen und studieren konnte ), in verschiedenen 
Organen an einer Bildung von Histamin aus Histidin im Tier- 
kérper nicht mehr zweifeln. Das Vorkommen von Histaminase in 
der Niere lieBe es ferner verstiindlich werden, daB das vom Blute’) 
dahin gebrachte Histamin vor seiner Ausscheidung in den Harn 
in diesem Organ zerstért wird, vorausgesetzt, daB die gleichfalls 
in der Niere vorhandene Histidindecarboxylase dort nicht mehr 
Histamin aus Histidin bildet, als durch die Histaminase ab- 
gebaut wird. 

Nachdem nun vor kurzem der Nachweis des Vorkommens 
von Histamin in frischen Siugetierorganen [Leber und Lunge’) 
priparativ sichergestellt war, schien es uns angezeigt, doch noch 
einmal nach Histamin im Harn zu fahnden. 

Wir machten zuerst Versuche mit einigen Adsorbentien und 
iiberzeugten uns, daB u. a. Lloyds Reagens*) imstande ist, Histamin 
festzuhalten, das sich dann mit Baryt eluieren l4Bt. Bei der An- 
wendung dieses Verfahrens auf den Harn bei kongoschwefelsaurer 
Reaktion stellte sich heraus, daB groBe Mengen Adsorbens ver- 
wandt werden miissen. ErfahrungsgemiB hilt dieses Adsorbens 


*) Eli Lilly and Company, Indianapolis, USA. 
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eine ganze Reihe von biologischen Substanzen fest’), Als Kriterium 
ir erschépfende Adsorption vielleicht vorhandenen Histamins kommt 
das Verschwinden der Diazoreaktion nach Pauly nicht in Betracht, 
weil andere normale Harnsubstanzen, wie z. B. Histidin, die gleiche 
Probe geben. Wir muBten deshalb den biologischen ‘lest heran- 
yiehen und bedienten uns der Priifung am Jejunum des Meer- 
schweinchens, welche auch eine ungefihre quantitative Schiitzung 
wuliBt. Da wir feststellten, daB das Phosphorwolframat des 


| Histamins praktisch unléslich ist, reinigten wir das Lloyd-Eluat 


lurch eine P.W.S.-Fallung und testeten mit der daraus gewonnenen 
Basenlésung nach vorheriger Neutralisation. Es ergaben sich in 
der Tat regelmiBig deutliche Kontraktionen, die sich nach vor- 


| heriger Zugabe von Arginin (2 ccm einer halbmolaren Arginin- 


nonochloridlésung zu 50 ccm Tyrodebad) unterdriicken lieben. Ks 


| ist dies nach der Feststellung von Edlbacher und Mitarbeitern®) 


hesonders charakteristisch fiir Histamin, Um den Harn so zu 
erschépfen, daB weitere Adsorptionen keine nennenswerten Mengen 
dieses Kérpers mehr aufnehmen, bedarf es hiufig wiederholter 
Adsorptionen mit erheblichen Mengen Lloyds Reagens. So ver- 
brauchten wir fiir 10 Liter normalen menschlichen Harnes ins- 
cesamt 4 kg Lloyds Reagens. Die hieraus in oben geschilderter 
Weise gewonnenen Basenlésungen entsprachen beim Test einer 
Menge von 117 y Histamin in 10 Litern. 

Trotz dieser also mutmaBlich sehr geringen Menge Histamin 
haben wir doch noch den Versuch gemacht, die Base womdglich 
in Form eines ihrer Salze zu isolieren. 

Da wir bei Untersuchung von Harnen zu anderen Zwecken 
unter Verwendung von Phosphorwolframsiure nie auf Histamin 
vestoBen waren und dabei feststellten, daB iiberhaupt Rein- 
darstellung organischer Basen aus dem Harn auf besonders groBe 
Schwierigkeiten sté8t!°), verwandten wir unter Umgehung von 
P.W.S. eine direkte Faliung mit Zinkhydroxyd—Ammoniak, mit 
der wir seinerzeit aus Rinderlunge*) analysierbare Mengen Histamin 
hatten gewinnen kiénnen. Man erhalt dann eine nicht entfernt so 
miichtige Fallung wie mit P.W.S., da die itiberwiegende Masse der 
Harnsubstanzen in Lésung bleibt. 

Verwandt wurden insgesamt etwa 1000 Liter normaler mensch- 
lischer Harn, der mit Toluol konserviert war. Auf je 20 Liter 
kamen 400 ccm in konzentriertem Ammoniak gesiittigtes, frisch 
gefalltes Zinkhydroxyd. Die Niederschlige wurden nach Verreiben 
mit Schwefelsiure vom Zink durch Schwefelwasserstoff befreit. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 3 
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Nach Beseitigung des Schwefelwasserstofis entfernten wir das 
Ammoniak bei Bariumcarbonat-alkalischer Reaktion und stelltey 
eine Lisung der mit P.W.S. fallbaren Basen her. Aus dieser wurde 
nach starkem Einengen bei schwach schwefelsaurer Reaktion das 
Kalium in Form von Kaliumsulfat durch Aufnehmen mit Methy|- 
alkohol beseitigt. In der jetzt vorliegenden Lésung finden sich 
auBer wenig Purinbasen Kreatinin (als Flavianat und Pikrat 
identifiziert) und Histidin (4,6 g Dipikrolonat). Der von der 
Fallungsmitteln befreite Rest entsprach beim Meerschweinclien- 
darmtest 0,658 mg Histamin, wihrend nach der Lloyd- Adsorption 
fiir 1000 Liter 11,7 mg zu erwarten gewesen wiiren. Auch hier 
lieBen sich die Kontraktionen durch Arginin unterdriicken. Schlieti- 
lich gewannen wir ein Pikrat von 0,9 mg, das beim Umkrystalli- 
sieren den Schmelzpunkt von 226—227° des Histamindipikrates 
zeigte, doch kann dies natiirlich nicht als befriedigende priiparative 
Identifizierung gelten. Jedenfalls sind also die mit dem Harn aus- 
geschiedenen Histaminmengen nur iiuferst geringe, und auch dieser 
kreislaufwirksame Eigenstoff wird, wie das Cholin? ), vor seiner 
Ausscheidung weitgehend zerstort. 


Die Untersuchung wurde mit Mitteln der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefihrt. 
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Uber in Schweden beobachtete und verdéffentlichte Fille 
von Choleinsdéure-Enterolithen beim Menschen 
Von 


Carl Th. Mérner 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Miirz 1939) 


In der Einleitung zu einer kiirzlich erschienenen Arbeit hat 
M. Schenck?!) — offenbar in der Absicht, alle ihm bekannt ge- 
wordenen Fille von Choleinsiiure-Enterolithen zusammenzustellen — 
nur die im folgenden genannten drei Fille aufgefiihrt: den von 
k. A. H. Mérner und J. Sjéquist 1908 beschriebenen Fall, 
weiterhin den von H.S.Raper 1921 und den von C.Th.Mérner 1923 
beschriebenen Fall. Einer dieser drei Fille ist also in England, zwei 
sind in Schweden beobachtet worden (= schwedische Fille I und IT). 

Diese Angaben von Schenck sind aber recht unvollstindig, 
da beim Erscheinen seiner Arbeit weitere sieben schwedische 
Fille veréffentlicht waren: 

Schwed. u.lV C. Th. Morner, Hygiea $9, 545—556 (1927). 
Fiille Vu. VI J. Hellstrém, Acta chir. scand. 64, 79—109 (1928). 
VIL. . . ©, Th. Morner, Sy. Likartidn. 27, 657—660 (1930). 
Fall .. J. Hellstrom, Hygiea 98, 480 — 483 (1936). 
| C. Th. Mérner, Sy. Likartidn. 34, 1017—1019 (1937). 

Als Summe erhilt man also bei Beriicksichtigung des oben 
erwiithnten englischen Falles zehn Fille (weitere Fille sind dem 
Verfasser nicht bekannt geworden) wihrend Schenck diese Summe 
1938 mit drei Fallen angibt. 

Bemerkenswert ist, siimtliche zehn Fille weibliche Patienten 
betreffen, und zwar erwachsene, meistens iiltere Frauen (englischer 
Fall: 68 Jahre; schwedische Fille I—IX bzw.: 34, 63, 60, 39, 
31, 75, 72, 60, und 62 Jahre). 

Von den oben besprochenen sieben schwedischen Fiillen 
sind, durch J. Hellstrém 1928, vier in deutscher Sprache ver- 
dffentlicht worden, nimlich V und VI (Original) sowie III und IV 
(Zitat) Die Fille VII—IX sind nur in schwedischer Sprache 
veréftentlicht. 


') Diese Z. 256, 159—168 (1938). 
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Verbindungen des Clupeins mit einigen prosthetischen Gruppen 
Il. Mitteilung 


Die Wahrscheinlichkeit einer prosthetischen Gruppe im Pepsin 
Von 
K. Felix und A. Mager 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Marz 1939) 


Clupein ist eine starke mehrsiiurige Base und verbindet sich 
mit Siuren in stéchiometrischem Verhiltnis; auf jeden Arginin- 
rest kommt ein Sidureiiquivalent. Es reagiert in dieser Weise 
nicht nur mit einfachen Mineralsiiuren wie Salzsiure und Schwefel- 
siiure, sondern auch mit den sauren prosthetischen Gruppen der 
Proteide und der Fermente, wie wir in vorausgegangenen Ver- 
suchen zeigen konnten’). Mit ihnen entstehen schwer lésliche 
Komplexe; sie fallen teilweise schon aus, wenn die Clupeinlésung 
einfach zu der wiBrigen Lésung der prosthetischen Gruppe ge- 
geben wird, oder wenn man in alkoholischer Lésung arbeitet bzw. 
nachtriiglich Alkohol zusetzt. Die Verbindungen des Clupeins mit 
den prosthetischen Gruppen der Fermente, die wir bisher dar- 
gestellt haben, tiben selbst eine Wirkung aus, welche qualitatiy 
der des natiirlichen Fermentes gleicht, aus dem die prosthetische 
Gruppe stammt, quantitativ aber hinter ihr zuriicksteht, da Clupein 
ja nicht den besonderen Aufbau des spezifischen Trigerproteins 
besitzt. Aber es scheint zu geniigen, damit iiberhaupt eine Wi- 
kung zustande kommt, wenn die prosthetische Gruppe an ein 
kolloides EiweiB gebunden wird. 

So kann vielleicht Clupein als Reagens auf prosthetische 
Gruppen dienen, so weit sie sauren Charakter haben, was fii 
die bis jetzt bekannten ja zutrifft. Im Falle der prosthetischen 
Gruppen aus Fermenten ergiibe sich der Erfolg der Reaktion 
noch in der Wirksamkeit der neuen Verbindung zu erkenneo. 
Wir priiften nun diese Méglichkeit am Beispiel des Pepsins, Bis 
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jetzt herrscht allerdings die Meinung vor, daB diese Proteinase 
ein einheitliches Protein sei; ja man schreibt sogar den hydroly- 
sierenden Fermenten grundsitzlich einen anderen Aufbau zu wie 
denen, welche an den Oxydationen beteiligt sind. Bei jenen soll 
das KiweiB an sich schon wirksam sein; bei diesen erlangt es 
die Wirksamkeit erst, wenn es mit einer prosthetischen Gruppe 
yverbunden wird; nur die Sauerstoff- und Wasserstoff iibertragenden 
Fermente sollen aus Apo- und Co-Ferment aufgebaut sein*). 

An sich ist aber nicht einzusehen, warum zwischen den beiden 
Gruppen von Enzymen solche prinzipiellen Unterschiede bestehen 
sollen. Viel wahrscheinlicher ist, da& beide nach dem gleichen 
Plan aufgebaut sind, sich aber in der Festigkeit unterscheiden, 
mit der TrigereiweiB und prosthetische Gruppe verbunden sind; 
kenuen wir doch jetzt schon unter den Wasserstoff iibertragenden 
Enzymen Holofermente, die leicht und solche, die schwer in Apo- 
und Co-Ferment dissoziieren. Ein Analogon dafiir geben die 
Nucleoproteide. Nach Kossel unterscheiden wir bekanntlich 
dissoziierte und nicht dissoziierte Zellkerne. Bei jenen ist im 
Nucleoproteid das Eiwei® (Protamin oder Histon) salzartig und 
leicht dissoziabel an die Nucleinsiure gebunden. In den anderen 
sind die beiden Komponenten wohl auch im wesentlichen salz- 
artig aber nicht dissoziabel miteinander vereinigt und so fest, 
daB sie nur durch den Abbau der einen oder andern getrennt 
werden kénnen. Die geringe Dissoziierbarkeit scheint itiberhaupt 
ein Merkmal der Salze basischer Proteine mit Sauren zu sein. 
So lassen sich z. B. im unversehrten Clupeinhydrochlorid die Salz- 
siurereste nur sehr unvollstandig mit Lauge titrieren, ohne weiteres 
aber nach Verdauung mit Trypsin?). Man darf also erwarten, 
eine fester gebundene saure prosthetische Gruppe frei zu bekommen, 
wenn man das TrégereiweiB durch Fermente oder Siuren abbaut. 

Wir haben nun kiaufliches Pepsin ohne Vorbehandlung und 
auch nach Reinigung durch Dialyse mit Trypsin zu Ende verdaut. 
Die Spaltung ging dabei nicht sehr tief, ist bei dialysiertem 
Pepsin geringer als bei unbehandeltem und wechselte von Versuch 
zi Versuch, Bei diesem betriigt sie im Mittel 4,9 com n/20-Kali- 
lauge und bei jenem 1,8 ccm n/20-Kalilauge pro 1 g Pepsin. Die 
Aktivitiit des Pepsins ging aber auch bei geringer Spaltung véllig 
verloren. Das Hydrolysat wurde darauf gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. AuBenfliissigkeit und Hiilsenriickstand waren ebenfalls 
wirkungslos. Gab man nun zu dem eingeengten Dialysat einen 
Ubersechu8 einer neutralisierten methylalkoholischen Lisung 
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von Clupeinmethylesterhydrochlorid C, so fiel sofort ein schwery 
léslicher Niederschlag aus, der nach dem Trocknen ein schwach 
gelblich gefiirbtes Pulver gab. 

Wir lieBen nun dieses ,,Pepsin-clupein“ bei p,, 1,5—1,8 auf 
Casein einwirken und bekamen, mit einer Ausnahme, stets eine 
deutliche, wenn auch geringe Spaltung. Im ganzen fihrten wir 
10 Versuche mit verschiedenen Darstellungen aus. Im allgemeinen 
kam die Wirkung nach 60 Stunden zum Stillstand und entsprach 
2—4 ccm n/10-Lauge auf 1g Casein; doch ist eine quantitative 
Auswertung der Versuche noch nicht méglich. Vielleicht laBt des- 
wegen die Wirkung so bald nach, weil die prosthetische Gruppe 
vom Clupein wieder getrennt wird. 

Sinnfilliger kann man die Aktivitiit des ,,Pepsin-clupeins* 
an einer Fibrinflocke zeigen. Sie wird, wenn sie nicht zu gros 
ist, in etwa 48 Stunden aufgelést, wiihrend eine aquivalente Menge 
Dialysat bei gleicher Reaktion sie nur zum Quellen bringt. 

Die Ausbeute an ,,Pepsin-clupein* erreicht etwa 20—30°/, 
des angewandten Pepsins und hiingt sehr von dem Erfolg der 
Trypsinverdauung ab. Bleibt er aus, so erhilt man im Dialysat 
keinen oder nur einen unwirksamen Niederschlag. 

Statt mit Trypsin kann man das Pepsin auch mit verdiinnter 
Schwefelsiiure bei 37° spalten und gewinnt aus dem Dialysat mit 
Clupein ebenfalls einen aktiven Niederschlag. 

Die beschriebenen Versuche lassen wohl den Schlu8 zu, dat 
auch das Pepsin aus Apo- und Co-Ferment aufgebaut ist. Nur 
sind hier zum Unterschied von den oxydierenden Fermenten die 
beiden Komponenten fester miteinander verbunden. 

Uber die Eigenschaften der prosthetischen Gruppe laBt sich 
noch nicht viel aussagen, nachdem sie bis jetzt nicht weiter ge- 
reinigt werden konnte. ,,Pepsin-clupein“ gibt eine intensive Pentose- 
reaktion. Versetzt man das eingeengte Dialysat mit Alkohol oder 
Aceton, so erhilt man einen Niederschlag, dessen Hauptteil sicher- 
lich die prosthetische Gruppe ausmacht. Die Pentosereaktion ist 
wieder sehr stark; auch die Feulgensche Nuclealreaktion ist 
positiv. Weiter enthilt sie Phosphor und Stickstoff. SchlieBlich 
muB die prosthetische Gruppe ausgesprochen sauren Charakter 
besitzen, vielleicht durch organisch gebundene Phosphorsiure: 
denn das ,,Pepsinclupein“ ist frei von Chlor. Sie verdringt also 
iihnlich wie die in den friiheren Versuchen verwandten prosthe- 
tischen Gruppen die Salzsiiure aus dem Clupeinmethylester- 
hydrochlorid. 
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Die mit Alkohol oder Aceton aus dem Dialysat gefillten 
Priparate enthalten im Mittel 7,5.°/, Stickstoff. Macht man die 
gewiB nur annihernd zutreffende Annahme, der Stickstoff gehére 
ausschlieBlich der prosthetischen Gruppe an, so liBt sich ihr 
ungefahres Aquivalentgewicht berechnen. ,,Pepsin-clupein“ enthilt 
17,8°/, und das freie Clupein 28,9°/, Stickstoff. Mit der erwahnten 
Kinschriinkung ergibt sich daraus, daB 49,5°/, des ,,Pepsin-clupeins“ 
aus Clupein und 50,5°/, aus der prosthetischen Gruppe bestehen. 
Auf ein Grammol Clupein von 4740 kommen 4840 g prosthetische 
Gruppe. Kin Mol Clupein enthailt 22 Argininreste. Nachdem das 
.Pepsin-clupein® frei von Salzsiure ist, miissen alle Guanidingruppen 
der Argininmolekiile durch die sauren Reste der prosthetischen 
Gruppe besetzt sein, und es kommt ihr somit ein Aquivalentgewicht 


von rund 220 zu. 


Experimenteller Teil 


Als Ausgangsmaterial benutzten wir ,,Pepsin in Lamellen“ von Merck; 
tells wurde es direkt mit durch Enterokinase aktiviertem Trypsin, teils 
nach vorheriger Reinigung durch Dialyse verdaut. Wir verwandten zwei 
verschiedene Priparate; das eine (I) war Anfang und das andere (II) im 
Herbst des vergangenen Jahres bezogen worden. Ihre Wirksamkeit priiften 
wir wie itiblich an Casein mit der Formoltitration — Zuwachs an mit 
n/10-Natronlauge titrierbaren freien Carboxylgruppen — oder mit der alko- 
holisehen Titration — Zuwachs an mit n/20- oder n/10-alkoholischer Kalli- 
lauge titrierbaren Carboxylen. In diesen und den folgenden Versuchen 
wurde das py stets nach der Mischung elektrometrisch mit der Glas- 


elektrode gemessen. 


Spaltu 
Anfang Ende _ Differenz 


Pepsinpriiparat I 


1g Pepsin, 100 cem n/3-HCl; 
6 ¢ Casein, 64 cem H,0, ecm n/10-NaOH fiir 5 cem 

36 cem n/10-NaOH. Gesamt- 

volumen 200 cem, py = 1,65 148 | 2,06 0,58 84 


ecm n/20-alkoholischer KOH 


700 mg Pepsin, 1,5 g Casein 


in Wasser gelést, mit n-HCl fir 2 cem 
auf py = 1,71 gebracht. } 
Gesamtvolumen 250 cem 3,14 343 100 
1g Pepsin dialysiert, mit cem n/10-alkoholischer KOH 
20 cem 5 %/,iger Caseinlésung fiir 2 cem 
gemischt. Gesamtvolumen 
189 | 207 | 0,18 120 


50 ccm, Pu = 1,62 
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Spaltung 
Anfang | Ende | Differenz 


Ansatz 


| Stunden 


Pepsinpriiparat II 


gelost, fiir 2 


lésung. 
Gesamtvolumen 50 ccm, mit 2.20 245 | 0,25 112 
n-HCl auf py = 1,67 gebracht | 


Das Pepsin wurde nun so lange mit Trypsin verdaut, bis auch auf 
Zusatz neuen Fermentes die Spaltung nicht mehr fortschritt. Im allgemeinen 
war sie recht gering, hat jedoch die Wirksamkeit des Pepsins vollstiindig 
aufgehoben. Gegeniiber Casein und Clupein selbst erwiesen sich die gleichen 
Priiparate von Trypsin und Enterokinase von normaler Wirksamkeit. In 
EiweiB des Pepsins sind also wenig Gruppen, welche vom Trypsin an- 
gegriffen werden. 


Das Verdauungsgemisch wurde in einem Cellophanschlauch, der auf 
Dichtigkeit gepriift war, 3 Tage lang gegen stetig gewechseltes destilliertes 
Wasser dialysiert und das Dialysat im Vakuum bei einer Badtemperatur 
von 35° auf 50 cem eingeengt. 


Zur Sicherheit wurden Dialysat und Hiilsenriickstand noch einmal 
fiir sich auf verdauende Kraft gepriift, haben sich aber stets als villig 
wirkungslos erwiesen. In die nachfolgende Tabelle sind einige Versuche 
mit Dialysat aufgenommen. 


Das eingeengte Dialysat wurde mit einer neutralisierten 10°), igen 
methylalkobolischen Lésung von Clupeinmethylesterhydrochlorid C im Uber- 
schuB versetzt; in einer zentrifugierten Probe soll Pikrinsiure einen reich- 
lichen Niederschlag von Clupeinpikrat geben. Durch das Clupein wurde 
in dem Dialysat sofort eine Fiillung erzeugt, die abzentrifugiert, 2 mal mit 
absolutem Methylalkohol gewaschen und mit Ather getrocknet wurde. Die 
Ausbeute an ,,Pepsin-clupein“ betrug 20—30°/, der angewandten Pepsin- 
menge. 


Das ,,Pepsin-clupein“ lieBen wir in einer Reihe von Versuchen au! 
Casein einwirken und maBen die Spaltung wieder an Hand der Formol- 
oder der alkoholischen Titration. Die einzelnen Ansitze sind in der Tabelle 
enthalten. Wir fiihrten im ganzen 10 Versuche mit ,,Pepsin-clupein“ durch. 
In 9 Versuchen lieB sich eine deutliche Spaltung feststellen. Nur 1 Versuch, 
der nicht in die Tabelle aufgenommen wurde, verlief negativ. Hier hatte 
das Trypsin schon das Pepsin nicht angegriffen. 


Im 6. Versuch wurde das Pepsin 48 Stunden in 20°/,iger Schwefel- 
siiure bei 37° stehen gelassen, dialysiert und nach Entfernung der Schwefel- 
siiure wie bei den anderen Versuchen weiter behandelt. Auch _ hierbei 
wurde ein wirksames ,,Pepsin-clupein“ erhalten. Nach der Einwirkung 
der Schwefelsiiure war die Pepsinlésung ziemlich stark rot gefiarbt und 
ihre Aktivitiit zerstdrt. 
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Spaltun 
Ansatz P 6 Stunden 
Anfang Ende | Differenz 
1. Versuch 
6g Pepsin (nicht dialysiert), | ccm 0,05 n-alkoholischer KOH 
200 mg Trypsin mit 50 mg fiir 2 ecm 
Enterokinase aktiviert. Gesamt- 
yolumen 150 cem, py = 8,9 0,65 | 0,94 0,29 12 
30 mg Pepsin-clupein, 200 mg | cem 0,05 n-alkoholischer KOH 
Casein. Gesamtvolumen fiir 2 ccm 
50 cem, py = 1,68 312 | 8,27 0,15 60 
“900 mg Pepsin-clupein, 1,5 g | cem 0,05n-alkoholischer KOH 
Casein. Gesamtvolumen fiir 2 cem 
250 ccm, py = 1,79 4,55 4,69 0,14 90 
2. Versuch 
15 g Pepsin (nicht dialysiert), | cem 0,2 n-alkoholische * KOH 
400 ng Trypsin mit 100 mg fir 2 ecem 
Enterokinase aktiviert. Gesamt- | | 
volumen 250 cem, py; = 8,7 | | 100 
25 cem Dialysat (= 7,5 g ecm 0,1 n-NaOH fiir 5 cem 
Pepsin), 8 g Casein. Gesamt- } | 
volumen 100 cem, py = 1,60 0,99 0,99 0,00 100 
1000 mg Pepsin-clupein, eem 0,1 n-NaOH fiir 5 cem 
3g Casein. Gesamtvolumen | 
100 ecm, Pr = 1,58 0,59 | 1,16 0,57 100 
3. Versuch 
19 g Pepsin (nicht dialysiert), | cem 0,2 n-alkoholischer KOH 
400 mg Trypsin mit 100 mg fiir 2 cem 
Enterokinase aktiviert. Gesamt- 
volumen 250 eem, py = 8,9 0,12 0,30 0,18 100 
10 cem Dialysat (= 3 g Pepsin), | cem 0,1 n-NaOH fiir 10 cem 
3g Casein. Gesamtvolumen ' 
100 cem, py = 1,76 1,85 1,86 0,01 100 
_ 1000 mg Pepsin-clupein, ecm 0,1 n-NaOH fiir 10 cem 
3g Casein. Gesamtvolumen 
100 cem, py = 1,84 0,31 74 
1000 mg Pepsin-clupein, eem 0,2 n-alkoholischer KOH 
3g Casein. Gesamtvolumen fiir 10 ccm 
100 cem, py = 1,58 2,85 | 38,20 | 0,85 72 
4. Versuch 
'2¢ Pepsin (dialysiert), 200mg | cem 0,1 n-alkoholischer KOH 
l'rypsin mit 50 mg Entero- fiir 2 ccm 
kinase aktiviert. Gesamt- | 
volumen 250 ecm, py = 8,6 1,46 | 1,62 | 0,16 100 
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Spaltung 


Anfang | Ende | Differenz 


Stunden 


4. Versuch (Fortsetzung) 


10 ccm Dialysat (= 4,5 g Pepsin), | ecm 0,1 n-alkoholischer KOH 
600 mg Casein. Gesamt- 2 ecm 
volumen 20 cem, py = 1,60 190 | 1,91 0,01 
800 mg Pepsin-clupein, ecm 0,1 n-alkoholischer KOH 
300 mg Casein. Gesamt- fiir 2 cem 
volumen 10 ccm, py = 1,55 2,26 2,47 0,21 


70 g Pepsin (dialysiert), 500 mg 
Trypsin mit 125 mg Entero- 
kinase aktiviert. Gesamt- 
volumen 500 cem, pq = 8,9 


5. Versuch 


cem 0,1 n-alkoholischer KOH 
fiir 2 cem 
1,05 


0,67 0,38 


10 cem Dialysat (=14 g Pepsin), 
500 mg Casein. Gesamt- 
volumen 20 cem, py = 1,71 


133 mg Pepsin-clupein, 
750 mg Casein. Gesamt- 
volumen 20 cem, py = 1,83 


35 g Pepsin (nicht dialysiert) 
in 20°), H,SO, bei 37° stehen 
gelassen 


eem 0,1 n-alkoholischer KOH 
fiir 2 eem 


6. Versuch 


2,90 | 286 | —0,04 
ecm 0,1 n-alkoholischer KOH 
fiir 2 cem 
1,76 1,89 0,13 


5 cem Dialysat (=3,5 g Pepsin), 
750 mg Casein. Gesamt- 
volumen 20 cem, py = 1,61 


mg Pepsin-clupein, 


ecm 0,1 n-alkeholischer KOH 
fiir 2 cem 
2,69 


2,70 | 


0,1 n-alkoholischer KOH | 


500 mg Casein. Gesamt- fiir 2 ccm 

volumen 20 cem, py = 1,76 2,07 | 2,21 | 0,14 
500 mg Pepsin-clupein, ecm 0,1 n-alkoholischer KOH 

500 mg Casein. Gesamt- fiir 2 cem 

volumen 20 cem, py = 1,76 2,10 2,25 0,15 


Die Wirkung des ,,Pepsin-clupeins“ 1i8t sich auch an Carminfibrin 


demonstrieren. 


2cem eingeengten Dialysates von Pepsin, das mit Schwefelsiiure ge- 
spalten worden war, wurden mit n/10-HCl auf py =1,6 gebracht und eine 
Flocke von Carminfibrin, aus dem das Glycerin herausgewaschen war, ZU- 
gegeben und 48 Stunden bei 37° stehen gelassen. Die Flocke quoll stark 


auf, ging aber nicht in Lésung. 
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50 mg Pepsin-clupein wurden in 3 cem n/10-HCl gelést (py = 1,65) 
ynd mit einer gleich groBen Flocke Carminfibrin wie im Leerversuch ver- 
setzt und bei 37° stehen gelassen. Zuniichst quoll sie auch stark, zerfiel 
aber im Verlauf von 8 Stunden in viele kleine Teile. Nach 48 Stunden 
war sie vollkommen gelést und die Flissigkeit von dem frei gewordenen 
Carmin rot gefiirbt. 

Clupein selbst greift Casein nicht an, wie die beiden folgenden Ver- 
suche zeigen. 


Einwirkung von Clupein auf Casein 


Spaltung 
Ansatz = Stunden 


Anfang | Ende _Differenz 
| Clupeinmethylesterhydro- 
hlorid C, 50 cem Wasser, 3 g eem n/10-NaOH fiir 5 ecm 
Casein in 50 cem n/10-HCl. 
Gesamtvolumen 100 ccm 


Pu = 1,60 0,70 0,70 0,00 100 
Clupeinmethylesterhydro- 
chlorid 50 3g] cem n/5-alkoholischer KOH 
Casein in 50 cem n/10-HCl. fiir 10 cem 
Gesamtvolumen 100 cem 
Pu = 1,50 3,33 3,36 | 0,038 90 


,,Pepsin-clupein“ gibt eine intensive Pentosenreaktion mit Bials Reagens. 
Man kann es leicht wieder in seine Komponenten zerlegen, indem man 
seine wiBrige Lésung mit Pikrinsiure versetzt; dann fillt Clupeinpikrat aus. 
Entfernt man aus dem Filtrat die Pikrinsiiure mit Ather, so kann man mit 
neuem Clupein wieder ein ,,Pepsin-clupein“ fiillen. Jetzt ist aber die Aus- 
beute bedeutend geringer und auch die Wirksamkeit sehr zuriickgegangen 
und mit ihr die Intensitiéit der Bialschen Reaktion. 

,,Pepsin-clupein® enthilt 17,84°/, N; 10,2 mg verbrauchten bei der 
Kjeldahlbestimmung 1,30 cem n/10-H,SO,. 

Zur vorliufigen Orientierung fillten wir das Dialysat in einem Versuch 
durch Alkohol, in einem anderen durch Aceton. Beide Niederschliige geben 
eine intensive Bialsche Reaktion und auch die Feulgensche Nucleal- 
reaktion. Mit Aceton bekamen wir ein leicht gelblich gefiirbtes Pulver. Es 
enthielt 2,97°/, Gesamt- und 1,90°/, anorganische Phosphorsiure. Die Be- 
stinmungen wurden nach Embden ausgefiihrt, Im ersten Fall gaben 17,5 mg 
Acetonfillung 18,7 mg Strychninphosphormolybdat und im zweiten Fall 
16,2 mg Acetonfiillung 8,7 mg Strychninphosphormolybdat. Die organisch 
gebundene Phosphorsiiure betriigt 1,07°/,. Es ist wahrscheinlich, aber noch 
nicht erwiesen, daB die organisch gebundene Phosphorsiiure der prosthetischen 
Gruppe selbst angehért. Ein integrierender Bestandteil ist dagegen sicher 
die Pentose. 

Bei der Kjeldahlbestimmung verbrauchten 9,4 mg der Acetonfiillung 
1,10 cem n/20-H,SO,, das sind 0,770 mg bzw. 8 8,2), N. 
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Von dem mit Alkchol erzeugten Niederschlag, ebenfalls ein leicht gelp. 
lich gefirbtes Pulver, verbrauchten 22,4 mg 2,21 ccm n/20-H,SO,, das sing 
1,547 mg bzw. 6,9°/, N. 


Zusammenfassung 


Kaufliches Pepsin wurde mit Trypsin und mit verdiinnte; 
Schwefelsiure zerlegt und dialysiert. Aus dem eingeengten Dialysat 
wurde mit Clupein ein Niederschlag erhalten, welcher abhnlich 
wie das urspriingliche Pepsin wirkt. Das zerlegte Pepsin und das 
Dialysat waren fir sich unwirksam. 
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Uber das Vorkommen von Koproporphyrin III 
Von 


Claude Rimington 
(Aus dem National Institute for Medical Research, London) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1939) 


In der letzten Zeit hat die Auffindung von Uro- bzw. Kopro- 
porphyrin III in verschiedenen pathologischen und normalen 
Zustiinden viel Interesse erweckt. 


Waldenstrém!) sowie Mertens”) haben gezeigt, dai die 
Porphyrine der akuten Porphyrie hauptsichlich zur Isomerie- 
reihe III gehéren und ferner ist das Auftreten von Kopropor- 
phyrin IIL im Harn und Stuhl bei Lebererkrankungen, in einigen 
Animiefallen [Dobriner’®)], nach Einnahme von Arzneimitteln 
der Sulfonamidgruppe, Anilinvergiftung, [Rimington* )|, Blei- 
vergiftung usw. bestitigt worden. 

Als normaler Bestandteil des Gefieders der Vogelarten Lopho- 
tis sp. und Lissotis sp. kommt nach Vélker®) Koproporhyrin III 
auch vor, wihrend Fischer und Hilger’) der Meinung sind, dab 
im Turacin des Turacusvogels ein Kupferuroporphyrin I vorliegt. 


In den letzten Jahren habe ich mit meinen Mitarbeitern in 
Siid-Afrika eine Reihe von Studien gemacht iiber die Chemie und 
Pathologie einiger dort von uns entdeckten Fille von kongenitaler 
Porphyrie bei lebenden Rindern Wohl infolge 
der schweren Zuginglichkeit der Zeitschrift ,,Onderstepoort Journal 
of Veterinary Research and Animal Industry“, worin diese Studien 
meistens publiziert wurden, scheinen unsere Arbeiten in Europa 
wenig bekannt zu sein [sie wurden weder in den Ber, Physiol. usw. 
referiert noch in der kiirzlich erschienenen Monographie Van- 
nottis!*) erwihnt]. Aus diesem Grunde méchte hier eine kurze 
Notiz tiber unsere Resultate und tiber die Auffindung in solchen 
Fillen von Uroporphyrin III und Koproporphyrin III als Bestand- 
teile des Uro- bzw. Koproporphyringemisches angebracht sein. 
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Das Gemisch der Uroporphyrinester der Knochen der }e. 
fallenen Rinder konnte durch wiederholtes Umkrystallisieren 4, 
Chloroform—Methanol in 2 Komponenten zerlegt werden, wovon die 
eine einen Schmelzpunkt von 253—255° besaB und sich als yer. 
schieden von Uroporphyrin I-Methylester erwies (Léslichkeits. 
verhiltnisse usw.). Mit Hilfe eines chromatographischen Verfahreys 
wurde schlieBlich aus dem Rohuroporphyrinester von Knochey 
und Harn die Substanz von Urol scharf getrennt und rein er. 
halten (Schmelzp. 260°), wodurch bestitigt wurde, daB es sich wm 
Uroporphyrin [II-Ester handelte, ein Ergebnis, das im Einklang 
steht mit der fast gleichzeitigen Darstellung dieses Esters aus 
Knochenuroporphyrin durch Fischer und Hofmann", 

In der Folge wurde das Harn- und Kot-Koproporphyrin 
dieser Rinder untersucht mit dem Resultat, daB auch hier ein 
Gemisch der 2 Isomeren vorlag. Koproporphyrin IL1-Ester konnte 
rein krystallisiert (Schmelzp. 138 bzw. 172°) erhalten werden, 
Dieser Befund wird durch die kiirzlich erschienene vorliutige 
Mitteilung von Mertens!%) iiber das Vorkommen von Kopro- 
porphyrin im ,,Petry“-Kot ergiinzt. 

Was die relative GréBenmenge der Ausscheidung von Kopro- 
porphyrin I und III in unseren Fiillen angeht, so haben die 
Versuche des Verfassers und Mitarbeiter gezeigt, daB das Ver. 
hiltnis von Tier zu Tier schwankt. Ob dieses Verhiiltnis auch 
mit dem Schwanken der Gesamtausscheidung von Porphyrinen 
eng verbunden liegt, ist bisher noch nicht restlos aufgeklart. In 
Harn eines Tieres haben wir Kopro-I/Kopro-III zu 27.6/1 er. 
mittelt, wobei noch betont werden muB, daB die Gesamtmenze 
des Kopro IL] allein weit die Porphyrinmenge bei normalen Rindem 
iiberstieg. 

Von der Ansicht ausgehend, daB es sich auch in Turacus- 
federn um eine Begleitung von kleineren Mengen eines Kupfer 
uroporphyrins III neben Kupferuroporphyrin I handeln kénnte, ist 
Verfasser in jiingster Zeit auf diese Frage griindlich eingegangev. 
Uberraschenderweise erwies es sich aber, daB aus dem Turacin 
aller untersuchten 11 Turacusarten nach Entkupferung und Decar)- 
oxylierung nur Koproporphyrin III erhalten werden konnte. Die 
Substanz wurde rein krystallisiert erhalten und ihre Identitit 
mit Koproporphyrin II]-Ester durch Analyse, Schmelzpunkts- 
sowie Mischschmelzpunkts-Bestimmungen mit synthetischem Kste! 
(Fischer) eindeutig erwiesen. Koproporphyrin I konnte nicht ge 
funden werden. [Niheres vgl. Proc. roy. Soc., Lond.?!%)]. 
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Zur Frage der chemischen Vermittler im Nerven; 
Acetylaneurin 
Von 
Richard Kuhn, Theodor Wieland und Heinrich Huebschmann 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Institut fiir Chemio 
und dem Pharmakologischen Institut der Universitiit Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. April 1939) 


Die Isolierung und Konstitutionsaufklirung der Cocarloxy- 
lase durch K. Lohmann und Ph. Schuster!) haben die chemische 
Bedeutung des Aneurins (B,) fiir den Ablauf der alkoholischen 
Girung klargelegt. Die Wirkungen dieses Vitamins auf das 
Nervensystem (verschiedene Neuritiden) sind demgegeniiber in 
ihrem Chemismus noch schwer verstiindlich. 

Nach B. Minz’) wird vom erregten Nerven neben Acety!- 
cholin auch Aneurin abgegeben, das die Wirksamkeit des Accty’- 
cholins auf den Blutegelmuskel und den Darm der Ratte steiger 
soll. Mit Hilfe des von B. Minz herangezogenen Flagellaten- 
testes fand auch A. v. Muralt*), daB der erregte Nerv 80 mil 
mehr Aneurin abgibt als der ruhende. EKigene Versuche, in denen 
es nicht gelingen wollte, die von B. Minz am Rattendarm ¢- 
machten Beobachtungen zu reproduzieren, haben uns zur, folgenden 
Uberlegung gefiihrt: Das Aneurin teilt mit dem Cholin die Kiger- 
schaft, gleichzeitig quartiire Ammoniumverbindung und primiire! 
Alkohol zu sein. Wenn nun das Cholin vom erregten Nerven 
als Acetylverbindung abgegeben wird, sollte nicht auch das 
Aneurin als Acetylderivat die Rolle eines ,,chemischen Vermittlers" 
spielen kénnen? 


1) Naturw. 25, 26 (1937); Biochem. Z. 294, 187 (1937). 

*) B. Minz u. R. Agid, C. r. Acad. Sei. 205, 576 (1937); L. Binet u 
B. Minz, Arch. intern. Physiol. 42, 281 (1936); B. Minz, C. r. Soc. Biol. 12%. 
1251 (1938). 

*) Z. angew. Chem. 52, Nr. 9 (1939); Forsch. u. Fortschr. 15, 122 (193°. 
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Diese Fragestellung hat uns veranlaBt, O-Acetylaneurin dar- 
mistellen und die physiologisch-pharmakologische Priifung seiner 
Kigenschaften in Angriff zu nehmen. Wie wir gefunden haben, 
jikt sich die gesuchte Verbindung (III) leicht in guter Ausbeute 
sewinnen, wenn man 4-Methyl-5-acetoxy-iithyl-thiazol (II) mit 
Salzen des 2-Methyl-4-amino-5-halogenmethyl-pyrimidins (I) unter 
miglichst gelinden Bedingungen kondensiert: 


I 
CH,Br 
N 
HC O—CH,-CH,OCOCH, 
H.C N NH, S 
HBr 
I II 
C CH, p- CH: 
N 
| | | 
N NH, S __ CH,-CH,OCOCH, 
HBr 
Ill 


Das Acetylaneurin-bromid-bromhydrat krystallisiert aus Al- 
kohol in schneeweiBen Blittchen vom Schmelzp. 235,5—236°. 
Aus der Figur ist ersichtlich, daB Acetylaneurin im Gegensatz zu 
Aneurin am iiberlebenden Rattendarm eine acetylcholin-iihnliche 
Wirkung entfaltet. Bisher sind die Dirme von 6 Ratten ver- 
sleichend (entsprechend Figur) auf Acetylcholin, Cholin, Acetyl- 
aneurin und Aneurin gepriift worden. In keinem Falle zeigte 
das freie Aneurin irgendeine Wirkung. Die Wirkung des Acety]- 
aueurins war in 4 Fallen so stark wie in der Figur, in 2 Fillen 
blich sie aus. Auf Acetylcholin sprachen alle 6 Diirme an. 

1'/, cm lange Diinndarmstiicke von gesunden, normal ernihrten 
Ratten wurden in 50 ccm Tyrodelésung von p, = 7,4 unter Durch- 
leiten von Luft bei 37° aufgehiingt. Das untere Knde wurde an 
einem Glashiikchen fixiert, das obere iiber einen Schreibhebel an 
ein Kymographion angeschlossen. Nach 2—5 Stunden hatten die 
Nigenbewegungen des Darmes so weit nachgelassen, daB man mit 
(uantitativen Versuchen beginnen konnte. Die zu priifenden Sub- 
stanzen wurden in wiiBriger Lisung (1,0 ccm) mit einer Spritze 
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innerhalb von 4 Sekunden vorsichtig der Tyrodelésung zugesetzt, 
Jede Zacke in der Figur erstreckt sich iiber 1 Minute. Der zeitliche 
Abstand zwischen je zwei aufeinanderfolgenden Kontraktionen he. 
triigt 2 Minuten. Vor jeder Kinzelmessung wurde der Darm 
2mal mit frischer Tyrodelésung von 37° gespiilt. Die Grenze 
der Nachweisbarkeit des Acetylaneurins am Darm lag bei 10 ; 
Bromidbromhydrat in 50 ccm Tyrodeliésung, was etwa der Wirk.- 
samkeit des Cholins entspricht. 


A.CH. A.A. A. A.CH,. CH. A.A. A. ACH. cH JF 0 
A.A. = Acetylaneurin 10-3/50 A.CH. = Acetylcholin 10—*/50 ( 
A. = Aneurin 10-°/50 CH. = Cholin 2 x 10—*/50 
als Biomid-bromhydrate als Chloride 
D 


Aus den hier mitgeteilten Versuchen ergibt sich die Aut- 
gabe, eine gréBere Zahl von Hstern des Vitamins B, und _ver- i 


wandter Verbindungen darzustellen und diese auf die so mannig- \ 
fachen biologischen Wirkungen, die einerseits vom Acetylcholin, i 
andererseits vom freien Vitamin B, bekannt sind, zu priifen. Vou J, 

besonderer Bedeutung dabei wird es sein, ein Verfahren zw [| p 
Differenzierung kleinster Mengen dieser Wirkstoffe ausfindig zu \ 


machen. Es ist anzunehmen, daf weder die chemische Bestim- 
mung als Thiochrom noch die biologische Bestimmung an Mikro- 
organismen, in den heute iiblichen Formen, bereits eine sichere 
Unterscheidung des Aneurins yon seinem so leicht verseifbaren 
Kssigsiiureester gestatten. 


4-Methyl-5-acetoxyathyl-thiazol 


1 g 4-Methyl-5-8-oxyithyl-thiazol wurde mit 3 ccm 
Kssigsiureanhydrid und 3 ccm trocknem Pyridin 12 Stunden | — 
stehengelassen und hierauf noch +/, Stunde auf dem Dampfbade | — 
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erwirmt. Nach Zusatz von absolutem Alkohol wurde verdampft 
und diese Operation noch 2 mal wiederholt. Der Riickstand ging 
unter 5mm bei 111—113° als farbloses Ol (1,1 g) itber. Das 
Pikrat wurde aus der Lisung in Ather durch ittherische Pikrin- 
siurelésung gefallt und aus absolutem Alkohol in gelben Nadeln 
yom Schmelzp. 181° (Berl) erhalten. 


Auf einem. anderen Wege, niimlich durch Reduktion von 
9-(hlor-4-methyl-5-acetoxyiithyl-thiazol mit Zinkstaub in Hisessig, 
ist das 4-Methyl-5-acetoxyithyl-thiazol bereits von H. Andersag 
und K. Westphal’) erhalten worden. Die dort gemachten An- 
gaben (Siedep., 112°, Schmelzpunkt des Pikrats 133°) stimmen 
mit unseren Beobachtungen itiberein. 


(5)-methyl ]-thiazoliumbromid-hydrobromid (Acetylaneurin) 


0,66 g fein gepulvertes 2-Methyl-4-amino-5-brom-methyl- 
pyrimidin-dibromhydrat wurden mit 1 g 4-Methyl-5-acet- 
oxyiithyl-thiazol in einem dickwandigen Reagenzglas mit einem 
Glasstab gut verriihrt und in ein Glycerinbad von 50° gebracht. 
Unter dauerndem Riihren wurde die Temperatur langsam weiter 
gesteigert. Bei 60° verwandelte sich die von Klumpen durch- 
setzte Reaktionsmasse in einen diinnen, homogenen Brei, der mit 
steigender ‘Temperatur immer ziiher wurde. Nachdem man 
'/, Stunde unter AusschluB von Feuchtigkeit auf 80° gehalten 
hatte, lie} man erkalten und krystallisierte 2 mal aus etwa 30 ccm 
absolutem Alkohol, das erste Mal unter Zusatz von etwas ‘Tier- 
kohle, um. WeiBe Blaittchen vom Schmelzp. 235,5—236° (unter 
Braunfiirbung und Zersetzung). Ausbeute 0,75 g (45°/, d. Th. 
Aus den Mutterlaugen liBt sich durch Kinengen noch mehr ge- 
winnen, Zur Analyse wurde bei 100° iiber P,O, im Hochvakuum 
getrocknet. 


4,025, 4,050 mg Subst.: 5,335, 5,340 mg CO,, 1,575, 1,580 mg H,O. — 
3,338 mg Subst.: 0,353 cem N, (21°, 751 mm). — 5,657 mg Subst.: 1,27 cem 
100-NaOH (Verseifung mit H,SO,). 
C,,H,,O,N,SBr, (467,1) 
Ber. C 35,97 H 4,32 N 11,99 COCH, 9,27 
Gef. ,, 36,15, 35,99 ,, 4,88, 4,36 ,, 12,18 ,, 9,66. 


') Ber. chem. Ges. 70, 2035 (1937) und zwar S, 2048. 
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Das O-Acetylaneurin ist als Chlorid-chlorhydrat in geringey 


Ausbeute (5°/,) bereits von F. Bergel und A. R. Todd!) auf 


einem anderen Wege erhalten worden, nimlich durch Konden- 
sation von 4-Amino-5-thioformamidomethyl-2-methyl-pyrimidin mit 
Methyl-a-chlor-y-acetoxy-propylketon in Kisessig, doch finden sich 
keine Angaben iiber biologische Versuche mit dieser Verbindung, 


Herrn Prof. Dr. F. Eichholtz und Herrn Dr. KE. F. Miller 
danken wir fiir vielfiiltige Unterstiitzung bei den pharmakologischen 
Versuchen, der Deutschen Forschungsgemeinschatt fiir die 
Gewiihrung eines Stipendiums an den einen von uns (H. H.). Dem 
Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G. (Prof. Dr, 
H. Hérlein) haben wir fir die Uberlassung der Ausgangs-Sub- 
stanzen unseren Dank auszudriicken. 


') J. chem. Soe. Lond. 1938, 26. 
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